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Abkurzungen

Ab Antibiotikum

Abb. Abbildung

ACN Acetonitril

HAc Essigsaure

AFM Rasterkraftmikroskop, engl. atomic force microscopy

Amp Ampicillin

AP alkalische Phosphatase

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure

Aspez Spezifische Aktivitat

ATP Adenosintriphosphat

BCIP/NBT 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat/Nitro blue tetrazolium

BFM Biofeuchtmasse

BTM Biotrockenmasse

bp Basenpaar

BR Bioreaktor

BSA Bovines Serum Albumin

CD Circulardichroismus

CFPS Zellfreie Proteinsynthese, engl. cell-free protein synthesis

CLP ATP-abhangige Clp Protease, engl. ,caseinolytic protease*

CPD Computergestitzte Protein-Design

Ccv Saulenvolumen, engl. column volume

dH20 deionisiertes Wasser

DFT Dichtefunktionaltheorie, engl. density functional theory

DLS Dynamische Lichtstreuung, engl. Dynamic light scattering

DNA Desoxyribonukleinsdure, engl. Deoxyribonucleic acid

dNTP Desoxy-Nukleotidtriphosphate

DOPA L-3,4-Dihydroxyphenylalanin

DP Designer-Protein

DSF engl. differential scanning fluorimetry

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EDX Energiedispersive Réntgenmikroanalyse, engl. energy dispersive X-
ray spectroscopy

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor, engl. Epidermal growth factor

ELP Elastin-ahnliches Polypeptid, engl. Elastin-like peptides

engl. englisch

EtOH Ethanol

GdmCl Guanidinhydrochlorid

GFP Grun fluoreszierendes Protein, engl. green fluorescent protein

HDH Hochdruckhomogenisator

HK Hauptkultur

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatografie, engl. high performance Ii-

HyP

quid chromatography
Hydroxyprolin
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HyR
IPTG
IRES
ISD
ITC
k.A.
Kan
kcat
KCI
Km
LCST

LB
LRR

M

MD

M. edulis
Mfp
Mfp-3
M. galloprovincialis
MM
mod.
MS
mTyr
MW
MWCO
n

n.b.
NBT
ODeoo
OF

PA
PAGE
PCR
PDI
PMSF
PPII
PPL
pSer
QCM-D

Q-TOF MS
RE

RT

SD

SDS

SFA

Hydroxyarginin

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Interne ribosomale Eintrittsstelle, engl. Internal Ribosomal Entry Site
Spontan-Fragmentierung, engl. in-source decay

engl. Inverse transition cycling

keine Angaben

Kanamycin

Wechselzahl

Kaliumchlorid

Michaelis-Menten-Konstante

niedrige kritische Losungstemperatur, engl. lower critical solution tem-
perature

Komplexmedium zur Kultivierung von E. coli, engl. lysogeny broth
Leucin-reicher Sequenzabschnitt, engl. Leucine rich repeat
Marker

Molekulardynamik, engl. molecular dynamics

Mytilus edulis

Muschelfu3proteine

Muschelfu3protein 3

Mytilus galloprovincialis

Minimalmedium

modifiziert (Hydroxylierung der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA)
Massenspektrometrie / Massenspektrometer

mikrobielle Tyrosinase

Molekularmasse, engl. Molecular weight
Molekularmassengrenzwert, engl. molecular weight cut-off
Anzahl verglichener oder bestimmter Werte

nicht bestimmt

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid, engl. Nitro blue tetrazolium
Optische Dichte bei 600 nm

Oberflache

Polyacrylamid

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Polymerasekettenreaktion, engl. Polymerase chain reaction
Polydispersitatsindex

Phenylmethylsulfonylfluorid

Polyprolin-11-Helix

vorgefarbte Proteinleiter, engl. prestained protein ladder
Phosphoserin

Quarzkristallmikrowaage mit Bestimmung des Dissipationsfaktors,
engl. Quartz Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring
Quadrupole time-of-flight, MS Detektor

Rohextrakt

Raumtemperatur

Einzeldomane, engl. single domain

Natriumdodecylsulfat, engl. sodium dodecyl! sulfate
Surface-Force-Apparatur, engl. surface force apparatus



VI

SFG Summenfrequenzspektroskopie, engl. sum frequency generation
SK Schuttelkolben

SUMO engl. Small Ubiquitin-related Modifier

Tab. Tabelle

TB engl. terrific broth

TE Tropoelastin

TEMED Tetramethylethylendiamin

TEV engl. tobacco etch virus

TIM Triosephosphat-Isomerase

TOPA 3,4,5-Trihydroxyphenylalanin

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tt Ubergangstemperatur, engl. transition temperature

uv Ultraviolett

VK Vorkultur

Vimax maximale Reaktionsgeschwindigkeit nach Michaelis-Menten-Kinetik
V. spinosum Verrucomicrobium spinosum

(vv) Volumenprozent, engl. volume per volume

(w/v) Masseprozent, engl. weight per volume

Anmerkungen und Begriffsklarung

Fachausdriicke aus der englischen Sprache ohne eine passende deutsche Ent-
sprechung werden in der vorliegenden Arbeit kursiv geschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wird aus Grinden der besseren Lesbarkeit das generi-
sche Maskulinum (Forscher, Kollegen, etc.) verwendet. Weibliche und anderwei-
tige Geschlechteridentitaten werden dabei ausdricklich mitgemeint, soweit es flr
die Aussage erforderlich ist.

In der vorliegenden Arbeit werden Designer-Proteine, deren Peptid-gebundene Ty-
rosine zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) hydroxyliert wurden, zur Einfach-
heit als ,modifiziert* (mod.) bezeichnet.

Der Begriff ,Expression“ wird fur die Transkription und Translation wahrend der
Biosynthese von Proteinen verwendet.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Seit Tausenden von Jahren versuchen Menschen unterschiedlichste Materialien fur den Haus-
bau, die Herstellung von Werkzeugen und Maschinen oder flir dekorative Zwecke zu verkle-
ben. Dementsprechend wurden verschiedene Klebetechniken im Laufe der Geschichte entwi-
ckelt, die mit Hilfe von Klebstoffen oder Leimen unterschiedliche Substrate verbinden kénnen.
Von Beginn an haben sich Menschen von der Natur inspirieren lassen. Insekten, Spinnentiere
und Vdégel sind in der Lage, Verbundstoffe aus natlrlichen Fasern und eigenen Sekreten zu
bilden. Viele marine Organismen kénnen sich stabil an Felsen oder andere Oberflachen heften
[Favi et al., 2014].

Der erste Meilenstein in der Entwicklung von Klebern war ca. 70000 v. Chr., als Hé6hlenmen-
schen in Sldafrika eine klebrige Masse aus Baumharz und rotem Ocker benutzten, um ihre
Hohlenmalereien zu schitzen [Keimel, 2003]. Um 8000 v. Chr. verwendeten Menschen das
Harz von Birkenbdumen, um die Képfe von Speeren und Axten mit dem sogenannten Birken-
teer zu befestigen. Um 3500 v. Chr. fiihrten die Agypter erstmals die Extraktion tierischer Pro-
teine (Aufkochen von Haut oder Knochen) zur Verwendung als flissigen Klebstoff ein. Mitte
des 14. Jahrhunderts nutzten die Azteken die Hafteigenschaften von Blut fir ihre Bauten und
mischten Tierblut in Zement. Fir die besonderen Klebeeigenschaften ist das Albumin im Blut
verantwortlich. Die Bauwerke der Azteken sind noch heute in einem ausgezeichneten Zustand
und zeugen von der Qualitat und Bestandigkeit dieses Bindemittels.

Im Zuge der Technologisierung suchten Forscher nach Alternativen und insbesondere synthe-
tischen Bindemitteln. Mit der chemischen Modifikation natlrlicher Materialien gelang Charles
Goodyear 1839 ein technologischer Durchbruch auf diesem Gebiet. Durch die Zugabe von
Schwefel konnten Naturkautschuk oder andere verwandte Polymere in haltbare Materialien
umgewandelt werden. Anfang des 20. Jahrhunderts experimentierte Baekeland mit Phenol
und Formaldehyd [Baekeland, 1909]. Er entdeckte, dass diese Stoffe in einer exothermen Re-
aktion zu einem Kunstharz polymerisierten. Dieser wurde ab 1910 als erster vollsynthetischer
Kleber mit dem Namen ,Bakelit* industriell hergestellt. Wahrend des zweiten Weltkrieges
zeigte der Chemiker Dr. Harry Coover, dass die Substanz Cyanoacrylat durch die anionische
Polymerisation von monomeren 2-Cyanoacrylsaureestern eine starke Klebekraft entwickelt
[Coover und Shearer, 1957; Falbe, 1997]. Dies war der Grundstein fur die Entwicklung des
Sekundenklebers, welcher schnell an eine Vielzahl von Materialien bindet.

Die exklusive Verwendung von synthetischen Bindemitteln insbesondere in der Werkstoff-in-
dustrie, die sich Uber das vergangene Jahrhundert etabliert hat, kann jedoch zuklnftig zu Prob-
lemen fuhren. Dazu zahlen die perspektivisch limitierte Verfugbarkeit von fossilen Brennstof-
fen (Ol, Erdgas, Kohle), Umweltprobleme bei der Entsorgung von synthetisch gebundenen
Materialien wie Holz oder Sand, ein erhdhter CO2-Ausstol [Krug und Tobisch, 2010; Weber
und Krug, 2005] sowie die gesundheitliche Belastung durch Formaldehyd [National-
Toxicology-Programm, 2011]. Folglich steigt die Nachfrage nach Formaldehyd-armen bzw.
weitgehend Formaldehyd-freien Bindemitteln. Bislang waren Harnstoff-Formaldehyd-Verbin-
dungen wie Urea-Formaldehyd (UF), melaminverstarktes UF (MUF), Phenol-Formaldehyd
(PF) oder Melamin-Urea-Phenol-Formaldehyd (MUPF), Hauptbindemittel fir Holzverbundplat-
ten wie Spanplatten oder Faserplatten [Christjanson et al., 2006; Kloeser et al., 2007]. Ihre
guten Klebeeigenschaften, die hohe Aushartungsrate und die geringen Herstellungskosten
gehoren zu den attraktiven Eigenschaften. Dennoch besitzen die Formaldehyd-Verbindungen
eine relativ geringe Wasserbestandigkeit und die Emission von Formaldehyd aus Spanplatten
durch die geringe Stabilitdt der Aminomethylenbindung zéhlen zu den Nachteilen. In Abb. 1-1
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ist beispielhaft eine Reaktion zur Produktion von UF-Verbindungen gezeigt. Zunachst erfolgt
eine Additionsreaktion und es kommt zur Ausbildung von Methylolharnstoffen. Anschlielend
verbinden sich die Monomere in einer Kondensationsreaktion zu gréReren Polymeren und es
entsteht wahrend der Aushartung bei ca. 100 — 140 °C das typische UF-Harz [Pizzi und Mittal,

2003].

Nj‘\ Hj)\ NiNH CH,OH «EN/F\NH CHQ}-—

H, NH, " Nj\ 1
N—CH,OH

Quervernetzter
CHQOH ausgehérteter Klebstoff

Abb. 1-1 Reaktion von Harnstoff mit Formaldehyd zur Herstellung von UF-Harz [Pizzi et al., 2020]

Seit der Neuklassifizierung von Formaldehyd als krebserregende Substanz durch die WHO im
Jahr 2004 ist es ein wichtiges Ziel, die Verwendung und Exposition zu verhindern [Carvalho et
al., 2012]. Die zugelassenen Emissionswerte sinken seit 1978 aufgrund internationaler Richt-
linien stetig [Marutzky, 2008]. Sowohl die EU als auch das deutsche Umweltbundesamt haben
einen Richtwert von 0,1 mL/m? (ppm) in der DIN EN 16516 und EN 717-1 festgelegt [DIN,
2017]. Zudem gelten seit Januar 2020 in Deutschland die strengen Emissionsrichtlinien nach
EO5 fUr Holzwerkstoffe im Innenbereich, die einen Grenzwert von 0,05 ppm nicht Uberschrei-
ten dirfen. Im Marz 2021 hat die ECHA (European Chemical Agency) das ,Final Background
Document‘ zu mdglichen Grenzwerten fir Formaldehyd und Formaldehyd emittierende Mate-
rialien auf ihrer Website veroffentlicht [ECHA, 2020]. Der Ausschuss flr Risikobewertung
(RAC) pladiert fur eine europaweite Verscharfung des Formaldehydgrenzwertes auf 0,04 ppm.
Diese Verscharfung wirde ein Niveau erreichen, das fir eine Vielzahl von Leimen auf Basis
von Harnstoff-Formaldehyd nicht mehr sicher erreicht werden kann.

Die Problematik besteht jedoch nicht nur in der Emission nach Fertigstellung, sondern insbe-
sondere bei der Fertigung von Verbundprodukten. Hier sind die Arbeiter/-innen in den Betrie-
ben hohen Formaldehydbelastungen ausgesetzt. Aufgrund der Reglementierung der Emissi-
onswerte und im Sinne des Umweltschutzes und der Nachhaltigkeit besteht ein dringender
Bedarf an der Entwicklung Formaldehyd-freier Bindemittel aus erneuerbaren Materialien. Als
bio-basierte Alternative werden Proteine fur diesen Ansatz bereits seit langem untersucht
[Krug und Tobisch, 2010; Substitutionspotenziale, 2010; van Hest und Tirrell, 2001]. Die Vor-
teile der Proteine liegen in ihrer umweltfreundlichen Abbaubarkeit und Atoxizitat, in ihrer ge-
ringen immunogenen Wirkung, ihrer funktionellen Vielfalt sowie in ihrer starken spezifischen
Adhasion.

Zusatzlich bieten Proteine im Bereich der Automobilindustrie fur Giel3ereisand einen enormen
Vorteil gegenliber gangigen Bindemitteln. Die Protein-verklebten Sandkdrner kénnen bei-
spielsweise durch einen enzymatischen Verdau nahezu vollstdndig und umweltschonend re-
cycelt werden. Die Wiederverwendung des Grundwerkstoffes Sand und die Abtrennung des
Bindemittels ist flr Gieldereisand Ublich [Harris und Lafarge, 2006]. Bisher werden auch in
diesem Bereich hauptsachlich PF- und UF-Harze verwendet, die je nach Herkunft Rickstande
anorganischer Bindemittel und/oder unterschiedliche organische Bindemittel sowie deren py-
rolytische Abbauprodukte enthalten. Dies erschwert die Rickgewinnung der Sandkorner. Al-
lein in Deutschland fallen in der GieRRereiindustrie etwa 460000 t GielRRereirestsand pro Jahr
an, der in der Regel durch den Produktionsprozess mit Schwermetallen, Sduren und Glanz-
kohlenstoffbildnern belastet ist [Knappe et al., 2012]. Dieser Sand wird nach der
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Abfallverzeichnis-Verordnung als Abfall eingestuft und muss entsprechend entsorgt werden
[BMUB, 2017; §3 Abs. 23]. Sand ist jedoch kein nachwachsender Rohstoff und ist nach Was-
ser die zweitwichtigste Ressource unserer modernen Gesellschaft. Die einfachere Riickge-
winnung von Sandkdrnen aus dem GielRereisand durch den Einsatz von Proteinen als Binde-
mittel ist aus diesem Grund perspektivisch von grof3en Interesse.

Neben den vorgestellten Vorteilen Protein-basierter Bindemittel gibt es jedoch auch Nachteile
bei der Verwendung natirlicher Proteine. Dazu gehdren ihre Quell- und Geruchseigenschaften
in der materialwissenschaftlichen Produktion. Mit Hilfe biotechnologischer Methoden zum Re-
Design oder dem Einbau spezifischer Modifikationen kénnen diese Nachteile nattirlicher Pro-
teine fir die Verwendung als neuartige Biomaterialen und zur Erzielung bester Bindungsei-
genschaften vermieden werden. Dabei bietet das Protein-Design und Protein-Engineering im
Bereich der Materialwissenschaften viele Mdglichkeiten, um Proteine fur eine spezifische An-
wendung zu verandern und zu optimieren.

Fir ein solches Design miissen zudem die Voraussetzungen eines guten Bindemittels erfiillt
sein. Nach der DIN-Norm ,DIN EN 923“ [Miller, 2015] wird ein Klebstoff als Nichtmetall defi-
niert, dessen Klebkraft durch die Kombination von Adhasion und Kohasion bestimmt wird. Aus
diesem Grund ist auch fiir das Design eines Klebers auf Polymerbasis eine Kombination aus
kohasiven und adhasiven Anteilen essentiell. Adhasive Protein-Blécke sind flir die Haftung an
die spezifische Oberflache eines Werkstoffs (Adhasionszone) notwendig, wahrend kohasive
Protein-Blocke in der sog. Kohasionszone fur eine hohe Festigkeit der Polymerschichten und
Stabilitdt des Bindemittels wichtig sind [Habenicht, 2009; Industrie, 2001]. Diese Eigenschaf-
ten bringen Proteine von Natur aus mit und eignen sich daher fir das Design eines neuartigen
Klebstoffs. Dieser Zusammenhang ist schematisch in Abb. 1-2 dargestellt.

A) B)
y Klebefliche (
| Adhidsionszone }\_ ) ) 2
- Bindemittel auf /
’ Kohdsionszone ‘— A\ J= NI 1T AT Polymer-Basis
t
|Adhéisionszone |/ Klebefldche ///J
2 1
1

Abb. 1-2 Aligemeines Prinzip eines guten Klebstoffs modifiziert nach [Industrie, 2001]

A — Schematische Darstellung eines Querschnitts einer Verklebung, B — Molekulare Krafte im Bereich
der Kohasionszone: 1 — Chemische Bindungen, intramolekular in einem Polymerstrang, 2 — Chemische
Bindungen, Quervernetzung mehrerer Polymere, 3 — Intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den
Polymerketten.

Die Adhasion wird durch molekulare Wechselwirkungen zwischen der Klebeflache und dem
Bindemittel hervorgerufen, die sich in schwachere zwischenmolekulare Wechselwirkungen
(Van-der-Waals-Krafte und Wasserstoffbriickenbindungen) und in starke chemische Bindun-
gen (kovalente, metallische und ionische) einteilen lassen (Abb. 1-2 A). Im Bereich der Koha-
sionszone weist ein Klebstoff spezielle Kunststoffeigenschaften auf. Diese werden von mole-
kularen Kraften verursacht, die im Folgenden und in Abb. 1-2 B schematisch dargestellt sind:
1 — Chemische Bindungen, intramolekular in einem Polymerstrang, 2 — Chemische Bindungen,
Quervernetzung mehrerer Polymere, 3 — Intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den
Polymerketten.

Neben Proteinen sollen an dieser Stelle noch andere Naturstoffe Erwahnung finden. Vielfach
findet man in der Natur verschiedenste Klebetechniken, die Organismen fir ihre
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Uberlebensstrategien nutzen. Dabei kommen neben Proteinen, Polysaccharide (Cellulose,
Starke), Polyphenole (Lignin, Urushiol) und Lipide (Terpene, Terpenharze) zum Einsatz. Die
Klebkraft dieser naturlichen Klebstoffe liegt im Scherversuch in der Gré3enordnung von 10 —
14 MPa und ist vergleichbar mit zahlreichen synthetischen Klebstoffen [Onusseit, 2004].
Auch die Verwendung naturlicher Kleber ist vielseitig. Auf Basis pflanzlicher Naturprodukte
wird Starkeleim (gewonnen aus Mais, Kartoffel oder Reis) als Papierkleber verwendet. Aus
Holz gewonnene Cellulose wird beispielsweise als Methylcellulose in Tapetenkleister einge-
setzt. Ein bereits friihgeschichtlicher Klebstoff ist das Baumharz. Als Bindemittel eignet sich
eine verarbeitete Form des Harzes: das Kolophonium [Schélte und Lick, 2020]. Es wird aus
Kiefern und Fichten gewonnen und findet vielseitig Verwendung, z. B. als Klebstoff fir Heft-
pflaster, in Kaugummi und zur Behandlung der Bogenhaare bei Streichinstrumenten. Diese
kurze allgemeine Vorstellung bio-basierter Klebstoffe verdeutlicht, wie viel Potenzial in der
Forschung zu malRgeschneiderten Biopolymeren als Alternative zu chemisch-basierten Binde-
mitteln liegt.

1.1 Protein-Design

Im Laufe der Evolution hat die Natur komplexe Proteine mit einer Vielzahl an spezifischen
Eigenschaften geschaffen. Bemerkenswert ist dabei die gro3e Anzahl an Moéglichkeiten, die
sich aus der Kombination der 20 Aminosauren ergibt und daraus unterschiedlichste Proteine
mit einer definierten Funktion hervorgehen kdnnen. Doch wahrend des naturlichen Evolutions-
prozesses wurde aus dem gesamten Sequenzraum (20", wobei n = Lange der Polypeptidkette)
nur eine sehr kleine Teilmenge verwendet, die fir die notwendigen Funktionalitdten des Le-
bens ausreicht [Huang et al., 2016]. Dieser Zusammenhang ist in Abb. 1-3 fir n = 100 sche-
matisch dargestellt. Die nativen Proteine (beige) lassen sich in Proteinfamilien einteilen, die
sich im Laufe der Evolution entwickelt haben [Vendruscolo und Dobson, 2005]. Viele Wissen-
schaftler haben sich in den letzten Jahrzehnten mit der Klassifizierung nativer Proteine befasst
[Hicks et al., 2014]. Beispielsweise wurde 1997 die Pfam-Datenbank (Protein Families) aufge-
baut, die eine maschinelle Kategorisierung von Proteindomanen vornimmt und dabei alle be-
kannten Proteine mit einbezieht [El-Gebali et al., 2019; Sonnhammer et al., 1997].

Native Proteine
Gerichtete Evolution
De novo Protein-Design

Abb. 1-3 Schematische Darstellung des Proteinsequenzraums modifiziert nach [Huang et al.,
2016]

Die Evolution hat nur einen winzigen Bruchteil des gesamten mdéglichen Sequenzraumes genutzt (blau),
dabei haben sich die Proteine zu eng gebiindelten Familien nativer Proteine (beige) gruppiert. Die ge-
richtete Evolution ist auf eine Region des Sequenzraumes beschrankt, die die nativen Proteine umgibt
(rot), wahrend das de novo Protein-Design den gesamten Sequenzraum erforschen kann. Sequenz-
raum beispielhaft fir n = 100.

Die erweiterte Nutzung und Erforschung des gesamten Sequenzraumes, der nicht von der
Gruppe der nativen Proteine abgedeckt wird, ist in den letzten Jahrzehnten in den Fokus der
Forschung geruckt. Das Design artifizieller Proteine kann zu Proteinen mit erweiterten oder
vollig neuen Funktionen flhren, sowie unser Verstandnis der Proteinbiochemie verbessern.
Fir ein solches Design gibt es im Allgemeinen zwei Moglichkeiten: die gerichtete Evolution
und das de novo Design. Fir den Ansatz der gerichteten Evolution wird als Grundlage ein
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bestehendes Proteinmolekill verwendet, welches bereits eine definierte Struktur und eine be-
stimmte Funktionalitat hat (z.B. Protein-Protein-Interaktion, enzymatische Aktivitat, Stabilitat)
[Jackel et al., 2008]. Mit dieser Strategie kdnnen Proteine durch minimale Veranderungen (z.B.
randomisierte Mutagenese) neue Funktionen erlangen ohne ihre Gesamttopologie zu beein-
flussen [Dougherty und Arnold, 2009]. Daher ist die gerichtete Evolution auf die Region im
Sequenzraum beschrankt, die die nativen Proteine unmittelbar umgibt (Abb. 1-3).
Andererseits gibt es das de novo Design von Proteinen, in dem der gesamte Sequenzraum
erforscht werden kann. Die Erstellung kombinatorischer Bibliotheken von de novo Aminosau-
resequenzen bietet dabei eine grolie Vielfalt an Méglichkeiten zur Entdeckung neuartiger Pro-
teine mit interessanten Eigenschaften. Dennoch ist das de novo Design bzw. die funktionelle
Vorhersage zur Entwicklung von neuen Proteinen aufgrund der hohen Freiheitsgrade wesent-
lich komplexer, sowohl auf sequenzieller als auch auf struktureller Ebene, insbesondere die
intramolekularen Wechselwirkungen betreffend. Vollig zufallig generierte Sequenzen falten
sich haufig nicht zu stabilen proteinahnlichen Strukturen [Hecht et al., 2004; Kohn et al., 2007].
Denn die stabilisierenden Wechselwirkungen, die das Protein in seinen favorisierten Zustand
fuhren, sind oft schwer zu quantifizieren und rechnergestitzt vorherzusagen. Zur Optimierung
einer Sequenzbibliothek kénnen aber Ansatze des rationalen Designs verwendet werden, um
die Qualitat der generierten Bibliothek zu verbessern [Kang und Saven, 2007]. Durch Fokus-
sierung auf bestimmte Regionen des Sequenzraumes, die beispielsweise helikale oder B-falt-
blattartige Strukturen ausbilden, kann dieses Problem geldst werden. Die Grundidee hinter
den derzeitigen Ansatzen fur das computergestitzte Protein-Design (CPD) besteht darin,
strukturelle Eigenschaften (z.B. fir die Faltung und Bindung) so weit wie moéglich auf der
Grundlage physikalischer Prinzipien zu modellieren [Baker, 2019]. Seit den 1990er Jahren
versuchen Forscher eine verlassliche Modellierung von Proteinmolekilen auf der Basis eines
strukturellen Riuckgrat-templates zu ermdéglichen [Kortemme et al., 1998; Saven, 2002; Zhou
et al., 2020]. Vor allem der Forscherkreis um David Baker hat durch die Entwicklung der Ro-
setta-Plattform (Gemeinschaft von Forschern und Programmierern) auf diesem Gebiet bedeu-
tende Fortschritte erzielt [Kuhlman und Baker, 2000]. Mit der Technologie AlphaFold (Deep-
Mind, London, UK) ist Forschern ein weiterer Meilenstein in der Vorhersage und somit auch
der Entwicklung von Proteinstrukturen gelungen, die in der Zukunft sicher die Proteinforschung
mafgeblich bestimmen wird [Callaway, 2020; Service, 2020]. Das aktuellste Modell ProtGPT2
wurde von dem Forschungsteam um Prof. Dr. Birte Hocker entwickelt [Ferruz und Hdécker,
2022; Ferruz et al., 2022]. Das computerbasiertes Modell ProtGPT2 entwirft eigenstandig neue
Proteine, die zu stabilen Faltungen fahig sind und definierte Funktionen in gréReren moleku-
laren Zusammenhangen tGbernehmen kénnten.

Fur das Design funktioneller Biomaterialien steht somit eine Vielzahl von Méglichkeiten zur
Verfugung. In den letzten Jahrzehnten wurde diesbeziglich vor allem im Bereich des Tissue
Engineering und den Materialwissenschaften an der Entwicklung von Hydrogelen zur Nach-
ahmung der dynamischen Wechselwirkungen zwischen Zellen und der extrazellularen Matrix
geforscht [Griffith und Naughton, 2002; Maskarinec und Tirrell, 2005]. Funktionelle Hydrogele
kénnen so designt werden, dass sie biokompatibel sind und sich durch Reize wie pH- oder
Temperaturveranderung stimulieren lassen [Zeng et al., 2016]. Diese Eigenschaften sind be-
sonders im Bereich der biomedizinischen Anwendungen gefragt.

Als Grundlage fir das Design werden haufig repeat-Proteine verwendet, die aufeinanderfol-
gende homologe Struktureinheiten enthalten [Andrade et al., 2001; Main et al., 2005]. Diese
sind in der Natur allgegenwartig und an vielen wesentlichen Prozessen (Protein-Protein-
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Interaktionen, Stabilitat, Bindungsprozesse) beteiligt. Die natlrlichen Strukturproteine reichen
von einfachen kristallinen  — Strukturen (z.B. Poly-Ala in Spinnenseiden) tber dreifach heli-
kale Strukturen (z.B. Kollagen in Knochen), antiparallele B — Faltblattstrukturen bis hin zu 3 —
Fass Strukturen (z.B. Transmembranproteine) oder einer Kombination aus a-Helices und an-
tiparallelen B-Faltblatt-Strukturen (z.B. Zinkfinger-Domane in Transkriptionsfaktoren) [Kajava,
2012]. Eine kleine Auswahl von Strukturproteinen ist in Abb. 1-4 dargestellt. Die spezifisch
elastischen, starren oder zahen Eigenschaften dieser Strukturproteine sind auch fiir die mate-
rialwissenschaftliche Forschung interessant und eignen sich fiir das Design neuartiger Protein-
basierter Materialien. Beim Design kdnnen zudem neue Funktionen beispielsweise durch Ein-
fuigen, Entfernen oder Austauschen von Struktureinheiten erzielt werden.
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Abb. 1-4 Mogliche Einteilung von repeat-Proteinen basierend auf der Lange ihrer Wiederholun-
gen nach [Kajava, 2012]

Dargestellt sind Beispiele der Repeat-Proteinklassen. Klasse |: 1 — kristalline p-Struktur von Poly-Ala;
Klasse Il: 2 — Tripelhelix von Kollagen, 3 — a-helikale coiled-coil Struktur; Klasse Ill: 4 — B-Solenoid-
Struktur, 5 — a/B-Solenoid des LRR-Proteins (Leucin-reiches Repeat), 6 — a-Solenoid-Struktur, 7 — Tri-
mer aus (-Spiralen, 8 — antiparallele B-Faltblattstruktur; Klasse IV: 9 — TIM-Fassstruktur (Triosephos-
phat-lsomerase), 10 — porenbildende B-Fass Struktur, 11 — - Trefoil-Struktur, 12 — 3-Propeller Struktur
und Klasse V: 13 — Zink-Fingerdomane, 14 — Poly-Ubiquitin-Kette.

1.2 Inspiration aus der Natur

In der Natur angewandte Prinzipien zur Ausbildung dreidimensionaler Strukturen bieten eine
vielversprechende Grundlage flir die Entwicklung bio-basierter Bindemittel. Neben dem struk-
turellen Aspekt bietet die Natur zusatzlich eine grol’e Auswahl an Proteinen mit adhasiven
Eigenschaften zur Haftung an bestimmte Oberflachen. Bio-basierte Bindemittel sind in der
Lage Hohl- und Zwischenrdume zu fullen, unterschiedliche Materialien zu verbinden und
starke Verbindungen durch eine hohe Scher- und Zugfestigkeit zu erzeugen [Favi et al., 2014].
Die in Kapitel 1.1 (S. 4) beschrieben Grundlagen fiir das Design von Proteinen sollen im Fol-
genden an ausgewahlten Beispielen vorgestellt werden.

Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften wurden in den letzten Jahrzehnten vor allem Fa-
serproteine wie Seide, Elastin und Kollagen untersucht. Doch die Ubertragung dieser
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natlrlichen Strukturkonzepte auf bio-inspirierte Materialien stellt eine Herausforderung fir Ma-
terialwissenschatftler dar. Vor allem die Wechselwirkungen zwischen Struktur und Funktion,
sowie deren Kontrolle wahrend der Proteinfaltung kann von klassischen Polymerisationsver-
fahren oft nicht gewahrleistet werden. Die Verwendung biologischer Systeme zur Produktion
von Materialien riickte daher schon zeitig in den Fokus der Forschung [van Hest und Tirrell,
2001]. Durch Protein-Engineering kbnnen kinstliche Materialien auf Proteinbasis erzeugt wer-
den, die neue und verbesserte Eigenschaften haben. Eine Ubersicht der Vielfalt an gentech-
nischen Moglichkeiten ist schematisch in Abb. 1-5 dargestellt.
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Abb. 1-5 Moglichkeiten fiir das Design von Bio-inspirierten Materialien durch Gentechnik modi-
fiziert nach [Dinjaski und Kaplan, 2016]

Die dargestellten Strategien umfassen die Aufnahme von nicht-natirlichen Aminosauren (1), die Aus-
wahl spezifischer Domanen (A,B) und deren kombinatorisches Design (ll), die Funktionalisierung von
nattrlichen Sequenzen (lll), rekombinante Chimare Protein-Designs (IV, z.B. Kollagen-Seide) und die
Produktion von dynamische Systemen (V), die auf duRere Reize wie pH-Wert oder Temperatur reagie-
ren kdnnen (z.B. SELPs). Im Anschluss kdnnen die Polymere post-translational modifiziert werden. Bei-
spielsweise kann durch Tyrosinase eine zusatzliche Hydroxylgruppe an Peptid-gebundene Tyrosine
eingefligt werden und es entsteht L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA).

Fir das Design neuartiger Biomaterialien kdnnen Proteine oder Peptidsequenzen verwendet
werden. Dabei kann der genetische Code durch das Einfligen nicht-kanonischer Aminosauren
(AS) erweitert werden (I, Abb. 1-5). Es wurde bereits gezeigt, dass einige Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen in der Lage sind neben natlrlichen Aminosauren auch nicht-kanonische AS wie
z.B. p-Acetylphenylalanin, p-Fluorophenylalanin oder L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA)
als Substrate zu verwenden und wahrend der Proteinbiosynthese in die Sequenz einzubauen
[Fan et al., 2014; Melnikov und Soll, 2019]. Zusatzlich bietet die Kombination von verschiede-
nen Proteindomanen (I, Abb. 1-5) einen vielversprechenden Ansatz, um rekombinante Mate-
rialien auf Proteinbasis mit multiplen Funktionalitdten zu produzieren [Dinjaski und Kaplan,
2016; Lin und Liu, 2016; Matsuura et al., 2004]. Dieser modulare Aufbau im Design wurde
bereits vielfach untersucht, z.B. mehrschichtige Strukturen bestehend aus Elastin-&hnlichen
Polypeptiden (ELPs) und Peptid-Amphiphilen (PAs) [Inostroza-Brito et al., 2015], Hydrogele
aus den Vernetzungsdomanen SpyTag und SpyCatcher mit ELP-Domanen [Sun et al., 2014]
oder die Kombination von Seiden-Elastin-ahnlichen Polypeptiden (SELPs) [Wang et al., 2014].
Eine weitere Option fir das Design von Biomaterialen ist die Funktionalisierung naturlicher
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Proteindomanen (lll, Abb. 1-5). Beispielsweise wurde die Domane des Spinnenseidenproteins
mit einem Peptid-Motiv aus dem Protein Silaffin (R5) fusioniert, welches an der Morphogenese
der Silica-Zellwande von Diatomeen beteiligt ist. Das Silica-bindende Peptid induziert und re-
guliert die Fallung von Kieselsaure in chimaren Protein-Designs unter ambienten Bedingungen
und tragt somit zur Biomineralisation an Oberflachen bei [Huang et al., 2017]. Des Weiteren
ist die Entwicklung von Hybridsystemen ein vielversprechender Ansatz im Protein-Design (IV,
Abb. 1-5). Die Kombination von Sequenzen verschiedener Faserproteine (Elastin, Kollagen,
Seide) flhrte in den vergangenen Jahren zu neuartigen Eigenschaften oder Funktionen von
Biomaterialien [Foo und Kaplan, 2002; Huang et al., 2017; Huang et al., 2015; Wang et al.,
2014]. Martens und Kollegen konnten durch die Kombination von Sequenzen aus der Seiden-
spinner-Seide (SLP’s — engl. Silk-like peptides) und Kollagen-ahnlichen Peptiden (CLP’s —
engl. Collagen-like peptides) ein neues Biomaterial mit ma3geschneiderten mechanischen Ei-
genschaften herstellen, welches zugleich biologische Wechselwirkungen fiir spezifische
in vivo und in vitro Anwendungen sowie eine gezielte Wirkstoffabgabe in Geweben erméglicht
[Martens et al., 2009b]. Eine Erweiterung der Chimaren stellt das Einfligen von Sequenzen,
die auf auRere Reize oder Veranderungen reagieren dar (V, Abb. 1-5). So kénnen beispiels-
weise Biomaterialien entstehen, deren mechanische Eigenschaften sich durch Stimuli wie
Temperatur, pH-Wert oder lonenstarke verandern [Wang et al., 2014]. Diese dynamischen
Eigenschaften wurden insbesondere fir Biopolymere bestehend aus Sequenzen der Seiden-
spinner-Seide und Elastin-ahnlichen Peptiden (ELP’s — engl. Elastin-like peptides) untersucht
[Collins et al., 2014; Dandu et al., 2009; Machado et al., 2013; Qiu et al., 2010]. Diese soge-
nannten SELP’s (engl. Silk-Elastin-like peptides) zeigten gewiinschte Eigenschaften in Bezug
auf Zugfestigkeit und Adhasion. Des Weiteren haben Winkler und Kollegen eine sich wieder-
holende Konsensus-Sequenz aus der Tragfadenseide von Spinnen mit einem Redox-Schalter
und einer flankierenden Poly-Ala-Sequenz erweitert, sodass die Ausbildung der B-Faltblatter
vom Redoxzustand abhangig ist. Das artifizielle Protein wurde in E. coli produziert und er-
laubte Einblicke in Selbstorganisation von Faserproteinen [Winkler et al., 1999].

Neben den vielen neuen Moglichkeiten, die das Protein-Design artifizieller Biomaterialen er-
moglicht, gibt es eine gro3e Herausforderung fir deren Produktion in heterologen Organis-
men. Die natirlichen tierischen Faserproteine wie Elastin, Kollagen, Resillin und Spinnensei-
den enthalten eine hohe Anzahl an sich wiederholenden Sequenzblécken und sind in der re-
kombinanten Synthese vor allem in prokaryotischen Produktionsorganismen durch die Limitie-
rung des natlrlichen t-RNA-Pools eingeschrankt. Beispielsweise liegt allein der Anteil an Gly
im nativen Spinnenseidenprotein bei 44,9 %. Ein moglicher Lésungsvorschlag wurde in einer
Arbeit von Xia und Kollegen untersucht [Xia et al., 2010]. Daftir wurde ein E. coli Stamm ver-
wendet, dessen tRNA-Pool flr Gly durch metabolic Engineering erhéht wurde. Dadurch konn-
ten rekombinante Spinnenseidenproteine nativer Grofie von 54,6 — 284,9 kDa erfolgreich pro-
duziert und zu einer Faser gesponnen werden, deren mechanische Eigenschaften mit denen
der nativen Seide vergleichbar waren. Des Weiteren wurde der Einfluss von zusatzlichen Ami-
nosauren (AS) im Kultivierungsmedium wahrend der Produktion repetitiver ELP-Proteine un-
tersucht [Chow et al., 2006]. Vor allem durch die Zugabe von Pro und Ala, die einen hohen
Anteil in ELP-Sequenzen ausmachen, konnte die Ausbeute eines ELP-GFP (engl. Green
fuorescent protein) Fusionsproteins um das 6-fache auf einen Wert von 1,6 g/L in Schittelkol-
benkulturen gesteigert werden. Daruber hinaus zeigte auch die Zugabe anderer AS zum Kul-
tivierungsmedium, die nicht in ELP vorkommen, z. B. Asn, Asp, GIn und Glu, einen positiven
Effekt auf die Proteinausbeute. Dadurch wurde gezeigt, dass eine Optimierung der
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Kultivierungsbedingungen fir die rekombinante Produktion repetitiver Sequenzen vorteilhaft
sein kann.

1.3 Funktionsbasiertes Design der Proteine fur materialwis-
senschaftliche Anwendungen
1.3.1 Grundidee

Aus den vorherigen Kapiteln geht hervor, dass flr das Design bio-inspirierter Materialien eine
Vielzahl an Mdglichkeiten zur Verfligung steht. Das Protein-Design, sowie die zu Grunde lie-
gende Proteinsequenz sollte je nach Anwendungsgebiet ausgewahlt werden, um spezifische
Eigenschaften fur eine bestimmte Applikation zu gewahrleisten. Anwendungen naturlich inspi-
rierter Biomaterialen reichen von Hydrogelen, Tissue Engineering flr medizinische Anwen-
dungen, Nanofibrillen bis hin zu Klebstoffen. Basierend auf dem allgemeinen Prinzip eines
guten Klebstoffs ist fiir das Design eine Kombination aus kohasiven und adhasiven Protein-
Blocken notwendig (Kap. 1, Abb. 1-2, S. 3). Die Zielproteine der vorliegenden Arbeit sollten
zudem keinen oder nur einen sehr geringen Anteil an schwefelhaltigen Aminosauren (AS) ent-
halten. Dadurch sollte eine mogliche Geruchsbildung bei Erwarmung der Proteine verhindert
werden. Aus diesem Grund wurden gezielt Proteinsequenzen fir das Design verwendet, die
im Zielprotein (nach Aufarbeitung und Abspaltung von Protein-tags zur Reinigung) kein Cys-
tein und Methionin enthalten.
H H H

H H
o/ o/ 'o/ 7/ /

1 11 RA 2
/N /NN SN NN
1 2 3 4

Abb. 1-6 Oberflaichenchemie von Siliciumdioxid (SiO2), modifiziert nach [Coyle und Baneyx,
2014]

Silanolgruppen auf der Oberflache von SiO,. 1 — Freies Silanol, 2 — Wasserstoff-gebundenes
/ vicinales Silanol, 3 — Geminales Silanol und 4 — Siloxan.

Fur das Protein-Design wurde ebenfalls das Zielmaterial fir eine mdgliche Nutzung als Binde-
mittel betrachtet. In der vorgelegten Arbeit sollte ein Proteinkleber flir den Rohstoff Sand un-
tersucht werden. Sand wird im Bereich der Automobilindustrie fir GieRereisand eingesetzt
(Kap. 1, S. 1) und besitzt eine hydrophile Oberflache, welche vorwiegend aus Siliciumdioxid
(SiO2) besteht. Die Oberflachenchemie von SiO-ist in Abb. 1-6 gezeigt und |asst sich in freies
Silanol, vicinales Silanol, geminales Silanol und Siloxan einteilen. Silica- oder Mica-Oberfla-
chen (OF) werden bevorzugt in der Klebstoffforschung als experimentelles Substrat einge-
setzt, weil Mica atomar ,glatt“ und seine Oberflachenchemie gut reproduzierbar ist. Demnach
sollten als adhasive Blécke Proteinsequenzen ausgewahlt werden, die in der Lage sind, an
SiO2-OF zu binden. Die Untersuchungen der Klebkraft erfolgten demnach in der vorliegenden
Arbeit an Mica-OF. Unter Berlcksichtigung dieser Aspekte wurde ein Baukastensystem be-
stehend aus verschiedenen Protein-Blocken (adhasiv, kohasiv, Linker, Protein-tags) entwi-
ckelt, welches detailliert in Kap. 1.4 (S. 10) vorgestellt wird.

Zusatzlich zur zielgerichteten Auswahl der Protein-Blécke wurde auch deren Kombinierbarkeit
im Hinblick auf die Produktion und Aufarbeitung der Proteine geprift und bewertet. Neben der
klassischen chromatografischen Reinigung, wurden alternative Reinigungsstrategien wie das
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Inverse transition cycling (ITC), fraktionierende Fallung, Acetonextraktion und Hitzefallung in
Betracht gezogen.

Fir das Design der neuartigen Proteine wurden folgende Parameter festgelegt:

(n Design nach dem Prinzip eines guten Klebstoffs auf Polymerbasis aus einer
Kombination aus kohasiven und adhasiven Anteilen nach DIN-Norm ,DIN EN
923" [Muller, 2015]

(1 Vermeidung schwefelhaltiger Aminosauren

(1 Siliciumdioxid (SiO2, Hauptbestandteil von Sand) als Zieloberflache fur den Pro-
teinkleber

(IV)  Informationen zu heterologer Produktion der Proteinsequenz (Primarliteratur)

1.4 Protein-Blocke in Biomaterialien

In der Literatur werden fiir das Design von Biomaterialen verschiedene Protein-Blocke ver-
wendet. Eine Auswahl wird nach ihrer Funktionalitat im Folgenden vorgestellt.

Tag Linker
- Reinigung: Hisg-SUMO - Verbindung & Flexibilitat:
- Detektion: c-myc (GGGGY),

Adhésiver Kohidsiver

Block Block

Inspiriert von marinen Organismen  Inspiriert von Strukturproteinen
- Mfp-3 (Muschel) - ELPs (Mensch)
- Rsn-2 (Frosch) - TE (Mensch)
- CP19 (Seepocke) - RLPs (Insekten)
- PC1 (Sandburgenwurm) - CLPs (Mensch)

- SLPs (Seidenspinner)
- Leucin-Zipper (Eukaryoten)

Abb. 1-7 Ubersicht zu bekannten Protein-Blécken aus der Literatur

Das Baukastensystem besteht aus vier Hauptelementen: tag-Sequenzen (orange), Linker-Sequenzen
(weill), adhasive Blocke (griin) und kohasive Blocke (blau). Die tag-Sequenzen lassen sich nach ihrer
Funktion einteilen: Reinigung (Hiss-tag), Funktion (Car9 = Dodecapeptid DSARGFKKPGKR) und De-
tektion (c-myc-tag). Als Linker-Sequenz wurde ein flexibler Gly-Ser-Linker (GGGGS)n verwendet. Fir
die Auswahl der adhasiven Blécke wurden Proteinsequenzen mariner Organismen betrachtet: Mfp-3 —
MuschelfuBBproteine-3 der Gattung Mytilus, Rsn-2 — Ranaspumin 2 aus E. pustulosus, CP19 — Zement
-Protein 19 aus F. albicostatus, PC1 — Polychaeten-Zementpeptide aus P. californica und Nectin aus
P. lividus. Die Auswahl der kohasiven Blocke wurde von natirlichen Strukturproteinen inspiriert: ELP —
Elastin-ahnliche Polypeptide aus H. sapiens, TE — Tropoelastin aus H. sapiens, RLP — Resilin-dhnliche
Polypeptide aus D. melanogaster, CLP — Kollagen-ahnliche Polypeptide aus, SLP — Seiden-ahnliche
Polypeptide aus B. mori und die Leucin-Zipper-Sequenz aus Eukaryoten.

Die Protein-Blécke lassen sich in ein Baukastensystem einordnen, welches aus adhasiven und
kohasiven Blocken, sowie tag- und Linker-Sequenzen besteht. Fiir den Einsatz als Bindemittel
sind folgende sechs Kriterien an die Proteinsequenzen wichtig: Dazu gehoéren die in der Lite-
ratur beschriebene rekombinante Produktion, Fusionen (relevant im Hinblick auf die Materi-
aleigenschaften oder fir die Proteinaufarbeitung), Material- und/oder Bindeeigenschaften, so-
wie die Komplexitat, der Neuheitswert als auch die Risikobewertung. Eine Ubersicht interes-
santer Protein-Bldcke aus der Natur sind in Abb. 1-7 dargestellt. Detaillierte Informationen der
Protein-Sequenzen sind tabellarisch im Anhang hinterlegt (Kap. 8.3, Tabelle 8-11, S. 195).
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1.4.1 Adhasive Protein-Blocke

In der Literatur ist eine Vielzahl von Proteinsequenzen mit adhasiven Eigenschaften beschrie-
ben. Eine Ubersicht ausgewahlter Proteine befindet sich in Tabelle 1-1 (S. 11): Zement Protein
19 (CP19) aus der Seepocke (i), Ranaspumin-2 (Rsn-2) aus dem Frosch (ii), Polychaet-Ze-
mentpeptide (PC1) aus dem Sandburgenwurm (iii) und MuschelfuBproteine (Mfp) aus Mu-
scheln (iv).

Tabelle 1-1 Ubersicht adhisiver Proteine mariner Organismen

Protein Herkunft Art MW Heterologe Literatur
(kDa) Produktion
(i) CP19  Seepocke  Fistulobalanus 17,3 E. coli [Kamino, 2013; Liang et al.,
albicostatus 2015; Urushida et al., 2007]
(i) Rsn-2  Frosch Engystomops 11,1 E. coli [Cooper und Kennedy, 2010;
pustulosus Cooper et al., 2017]
(i) PC1 Sandbur- Phragmatopoma 14,6 Nein [Stewart, 2011; Zhao et al.,
genwurm californica 2005].
(iv) Mfp Muschel
Mefp-3 Mytilus edulis 5,83 Nein [Waite und Tanzer, 1981]
Mgfp-3 Mytilus 5,59 E. coli [Hwang et al., 2005]
galloprovincialis

Mfp — MuschelfuRproteine, CP19 — Zement-Protein 19, Rsn-2 — Ranaspumin 2, PC1 — Polychaeten-
Zementpeptid.

(i) CP19 wird in der Literatur als vielversprechender Kleber beschrieben. Durch elektro-
statische Wechselwirkungen in der Polypeptidkette wird eine Aggregation vermittelt,
die zu einer hohen Zugfestigkeit fihrt [Kamino, 2013; Urushida et al., 2007].

(i) Das Froschschaum-Protein Rsn-2 weist ebenfalls adhasive Eigenschaften auf und be-
sitzt eine helikale B-Faltblattstruktur, die an einer Luft-Wasser-Grenzflache eine offene
Konformation einnimmt [Cooper und Kennedy, 2010; Cooper et al., 2017]. Diese Ei-
genschaft von Tensidproteinen eignet sich flr den Einsatz in Klebstoffen zur Reduzie-
rung der Oberflachenspannung flr eine verbesserte Substratbenetzung sowie zur Ver-
meidung von Problemen bei der Beschichtung von schwierigen Oberflachen (nass,
glatt oder unstrukturiert) [lturri et al., 2015].

(iii) Die hauptsachlich unstrukturierten PC1-Peptide (random-coil) aus Polychaeten beste-
hen hauptsachlich aus Gly, Lys und Tyr. Ungefahr 2/3 der Tyrosine sind zu DOPA
modifiziert [Endrizzi und Stewart, 2009]. Die Peptide bilden durch saure und basische
Seitenketten innerhalb der Peptidsequenz unter dem Einfluss von Mg?*- und Ca?*-lo-
nen Koazervate [Stewart, 2011; Zhao et al., 2005]. Dieser Prozess ist pH-abhangig.
Die Klebstoff-bildenden Koazervate weisen eine hohe Haftfestigkeit auf, die 40 % der
von Cyanacrylat-Klebstoffen entspricht [Shao et al., 2009].

(iv) Muschelfu3proteine (Mfp) erlauben der Muschel unter sehr rauen Umweltbedingungen
an diversen Oberflachen im Meer zu haften [Martinez Rodriguez et al., 2015]. Die Mfp
zeichnen sich durch das Vorhandensein der post-translationalen Modifikation (PTM)
von Tyr zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) in der Peptidkette aus [Waite und
Tanzer, 1981]. DOPA wird in der Literatur als Schlisselmolekil fur die Klebeeigen-
schaften mariner Organismen beschrieben [Deming, 1999; Lee et al., 2006]. Aus die-
sem Grund eignen sich Mfp und Mfp-basierte Sequenzen flir den Einsatz als bio-
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basierte Klebstoffe sowie berichteter adhasiver Klebeeigenschaften [Hwang et al.,
2013; Kim et al., 2018].

Aus einer umfangreichen Literaturrecherche zu adhasiven Protein-Blocken wurden Mfp als
zentraler Block fur das Protein-Design der vorliegenden Arbeit ausgewahlt. Grund war zum
einen das Vorhandensein von DOPA und der Vielfalt an Adhasionsmaoglichkeiten an verschie-
dene Materialien [Gebbie et al., 2017; Kord Forooshani und Lee, 2017; Rev.; Waite, 2017],
auch an hydrophilen Oberflachen wie SiO; [Li und Zeng, 2016; Mian et al., 2014]. Dartber
hinaus war in der Literatur bereits die rekombinante Produktion ausgewahlter Mfp in E. coli
beschrieben [Hwang et al., 2005; Yang et al., 2013]. Auch fir rekombinante Mfp wurden die
charakteristischen adhasiven Eigenschaften nachgewiesen und sind bisher fir biomedizini-
sche Anwendungen als Wundkleber beschrieben [Hwang et al., 2013; Kim et al., 2018]. Da
Mfp-basierte Proteine die Grundlage fiir das Design der in der vorliegenden Arbeit untersuch-
ten Designer-Proteine bildeten, werden Mfp in den folgenden Kapiteln vorgestellt.

1.4.1.1 MuschelfuBproteine

Muscheln kdnnen unter sehr rauen Umweltbedingungen innerhalb von 30 s bis 8 min abhan-
gig vom Alter, wobei Jungmuscheln am schnellsten sind, an festen Oberflachen im Meer haf-
ten [Martinez Rodriguez et al., 2015]. Die Ursache fir diese einzigartigen Hafteigenschaften
ist ein heterogenes Proteingemisch, das verschiedene Muschelfu3proteine (Mfp) enthalt. Die-
ser komplexe Proteincocktail wird im inneren Gewebe der Muschel synthetisiert und ausge-
schieden, um den so genannten Adhasionsbyssus zu bilden. Einer der fiuhrenden Wissen-
schaftler auf diesem Forschungsgebiet, Herbert Waite, war einer der ersten, der den Mu-
schelbyssus systematisch analysiert und die zugrunde liegende Biochemie beschrieben hat
[Waite, 1983a; Waite und Andersen, 1978b; Waite und Andersen, 1980]. Waite und seine Kol-
legen entdeckten in der Polypeptidkette von Mfp eine haufig auftretende post-translationale
Modifikation (PTM) von Tyr zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA). In der Folge wurde
DOPA als Schlusselmolekil der Adhasion an verschiedenen Oberflachensubstraten identifi-
ziert [Waite, 1983b; Waite und Tanzer, 1981]. Diese PTM in den Mfp lasst auf die Existenz
einer 3-Tyrosyl-Hydroxylase oder Tyrosinase schlief3en, die jedoch bis zum heutigen Zeitpunkt
noch nicht genau identifiziert und charakterisiert wurde. In transkriptomischen Analysen der
Muschel Perna viridis konnten zwei Tyrosinase-ahnliche Sequenzen gefunden werde. Jedoch
konnten noch keine Hydroxylase-Aktivitdten dieser Proteine gezeigt werden [Guerette et al.,
2013].

Der bereits erwahnte Adhasionsbyssus wird aus dem Ful der Muscheln abgesondert und be-
steht aus einem Blindel von Muschelfaden (Abb. 1-8 A), die in einer ausgewachsenen Muschel
jeweils 2 -6 cm lang sein kénnen. Ein Muschelfaden enthalt drei Teile: einen adhasiven
Plaque, einen steifen distalen Teil und einen proximalen Teil [Silverman und Roberto, 2007;
van Hest und Tirrell, 2001]. Die Byssusfaden und die Plaques bestehen aus 25 — 30 verschie-
denen Proteinen. Funf davon sind ausschlielich Plaque-Proteine, die in der Reihenfolge ihrer
Entdeckung benannt wurden (Mfp-2 bis Mfp-6). Eine Ausnahme bildet Mfp-1, welches das
Schlusselprotein in der Kutikula des Adhasionsbyssus bildet. Des Weiteren enthalten die Mu-
schelfaden Kollagen-ahnliche Proteine (preCOLs) sowie Fadenmatrixproteine (TMP-1). Die
biochemischen Eigenschaften der jeweiligen Proteine bestimmen ihre spezifische Lokalisation
und deren funktionelle Rolle flir die Muschel [Lee et al., 2011; Silverman und Roberto, 2010;
Waite, 2017]. In Tabelle 1-2 (S. 13) sind die Eigenschaften der Proteine im Adhasionsbyssus
der am besten erforschten Muschelgattung Mytilus zusammengefasst.
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[ Oberfliche (z.B. Stein, Metall, Mica, Holz, Pflanzenfasern) |

Abb. 1-8 Schematische Ubersicht zur Adhision der Muschel an eine Oberfliche, modifiziert nach
[Lee et al., 2011; Rev.; Waite, 2017]

A) Ausgewachsene Muschel (5 cm Lange), deren Byssus an einer Mica-Oberflache befestigt ist. Jeder
Byssus besteht aus einem Biindel von Faden (threads), die am Ende mit klebrigen Plaques ausgestattet
sind. B) Schematische Darstellung der Verteilung der Muschelful3proteine 1 — 6 (Mfp-1 — violett, Mfp-2
— blau, Mefp-3 — griin, Mfp-5 — gelb, Mfp-6 — rot) im Muschelful® (foot). Mfp-3 und Mfp-5 sind dabei an
der Adhasion an eine Oberflache beteiligt.

In der vorliegenden Arbeit wurde flir das Design der Proteine aus den bekannten Mfp im Ad-
hasionsbyssus Mfp-3 als adhasiver Block ausgewahlt. Wie in Abb. 1-8 B gezeigt, ist Mfp-3
neben Mfp-5 malfdgeblich am Adhasionsprozess von Muscheln an eine Zieloberflache beteiligt.
Mfp-5 enthalt als post-translationale Modifikation, neben DOPA, Phosphoserin (pSer). Die Bil-
dung sowie die Rolle von pSer in Mfp-5 in der Adhasion ist bislang nicht vollstandig geklart
[Kord Forooshani und Lee, 2017]. Im Allgemeinen ist pSer flir seine Fahigkeit bekannt, an
kalkhaltige Mineralien zu binden (z.B. Statherin). Es wird vermutet, dass die Phosphoserine
Kalzium oder eine kalkhaltige Mineraloberflache binden und folglich eine wichtige Rolle in der
Adhasion von Mfp-5 einnehmen [Waite und Qin, 2001]. Um die Komplexitat unterschiedlicher
PTMs (Hydroxylierung und Phosphorylierung in Mfp-5) in den Designer-Proteinen zu vermei-
den, die einen Einfluss auf die Bindung zeigen kénnen, wurde Mfp-3 flir das Design in der
vorliegenden Arbeit ausgewahlt. Darliber hinaus wurde die Bindung von Mfp-3 bereits an einer
Vielzahl von Oberflachen in der Literatur gezeigt [Even et al., 2008; H60k et al., 2001; Hwang
et al., 2005; Hwang et al., 2004; Kim et al., 2018; Mian et al., 2014]. Die vielversprechenden
Eigenschaften von Mfp wurden auch an Mica-Oberflachen [Yu et al., 2011b] und anderen Me-
talloxid-Oberflachen [Lee et al., 2006] nachgewiesen.

Tabelle 1-2 Vergleich der bekannten Proteine im Adhédsionsbyssus der Spezies Mytilus hinsicht-
lich der Lokalisierung im Byssus, Molekulargewicht (MW), Struktur, Modifikation und Funktion.
(PPIl — Polyprolin-lI-Helix; EGF — Epidermaler Wachstumsfaktor; DOPA — L-3,4-Dihydroxyphe-
nylalanin, HyR — Hydroxyarginin; HyP — Hydroxyprolin; pSer — Phosphoserin; Trimer — Masse
entspricht dem Trimer; OF — Oberflache)

Protein Lokalisation MW (kDa) Struktur Modifikationen* Funktion

Mfp-1 Kutikula ~110 Unstrukturiert; 15 mol% DOPA, HyP  AuRere Schutz-
PPII (n.d.) schicht

Mfp-2 Plaque, innen 45 Unstrukturiert, 5 mol% DOPA Stabilitat

EGF
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Mfp-3 Plaque, OF 6 Unstrukturiert 20 - 25 mol% DOPA, Adhasion an OF
12 — 24 mol% HyR
Mfp-4 Plaque, innen 90 Unstrukturiert 2 mol% DOPA Stabilitat
Mfp-5 Plaque, OF 11 Unstrukturiert 30 mol% DOPA, pSer Adhasion an OF
(n.d.)
Mfp-6 Plaque, OF 12 Unstrukturiert 5 mol% DOPA Adhasion an OF
preCOL-D Faden, innen 240 Kollagen core, 0,1 mol% DOPA, HyP Steifigkeit
(distal) (Trimer)  Seiden-&hnlich  (n.d.)
preCOL-P Faden, innen 240 Kollagen core, 0,1 mol% DOPA, HyP Elastizitat
(proximal) (Trimer)  Elastin-dhnlich  (n.d.)
TMP-1 Faden, innen 56,5 Unstrukturiert DOPA Ausrichtung der

Kollagenfibrillen

* mol% - Stoffmengenanteil, gangige Angabe des DOPA-Anteils in Mfp-basierten Sequenzen jeweils
bezogen auf die Gesamtstoffmenge des zu charakterisierenden Proteins; n.d., nicht bestimmt.

1.4.1.1.1 Muschelfu3protein-3 (Mfp-3)

Mfp-3 besteht aus bis zu 20 verschiedenen Sequenzvarianten [Zhao et al., 2006]. Dabei ist
der N-Terminus hochkonserviert und die Unterschiede sind in der C-terminalen Region zu fin-
den. Die meisten der Substitutionen und/oder Insertionen in der Polypeptidkette sind Tyr, Gly,
Asn oder Arg [Floriolli et al., 2000]. Die Forscher zeigten, dass die Expression und Sekretion
von spezifischen Mfp-3-Varianten nicht Oberflachen-induziert ist. Die Ursache der verschiede-
nen Sequenzvarianten ist bislang nicht geklart. Im Allgemeinen werden die Mfp-3-Varianten
nach ihrem Laufverhalten in der Elektrophorese in zwei Gruppen eingeteilt: das schnell mig-
rierende Mfp-3f (fast) und das langsam migrierende Mfp-3s (slow). Beide Proteintypen sind
reich an Gly (25-29 mol%) und Asn (10-18 mol%). Zusatzlich weist Mfp-3f einen erhéhten An-
teil an DOPA (> 20 mol%) und 4-Hydroxyarginin (HyR, 12 — 24 mol%), sowie positiv geladener
AS-Reste (26 mol%) auf. Hingegen enthalten Mfp-3s eine niedrigere DOPA-Konzentration (5-
10 mol%) und haben eine geringere Ladungsdichte (3 —9 mol% positiv geladener Reste)
[Silverman und Roberto, 2007]. Es gibt darliber hinaus eine grof3e Variation in den Sequenz-
varianten aufgrund der post-translationalen Modifikationen von Tyr zu DOPA und Arginin zu
HyR [Inoue et al., 1996; Waite und Andersen, 1978b]. Dabei liegen 40 bis 80 % der Arginine
in Mfp-3 hydroxyliert vor (HyR) [Papov et al., 1995]. In dieser Studie wurden ebenfalls Peptid-
Mapping-Untersuchungen durchgefihrt. Die Daten deuten darauf hin, dass eine Interaktion
zwischen den zusatzlichen Hydroxylgruppen in HyR und DOPA besteht, sowie die Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen. Im Bezug auf die Adhasion von Muscheln ist die Rolle von
HyR in Mfp-3 in der Literatur bislang nicht vollstandig geklart.

Die MuschelfuRproteine-3 der Organismen Mytilus edulis (Mefp-3) und Mytilus galloprovincia-
lis (Mgfp-3) wurden in den vergangenen Jahrzehnten am besten charakterisiert und flr diverse
Anwendungen untersucht [Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005; Hwang und Waite, 2012;
Vreeland et al., 1998; Wang und Scheibel, 2018b; Yu et al., 2011b]. Mefp-3 und Mgfp-3 besit-
zen eine Sequenzahnlichkeit von 58,3 % (Abb. 1-9). Die Variante aus M. galloprovincialis
konnte bereits rekombinant in E. coli produziert und die adhasiven Eigenschaften nachgewie-
sen werden [Hwang et al., 2005; Yang et al., 2013]. In der Literatur ist Mefp-3 umfangreicher
charakterisiert, wurde aber noch nicht erfolgreich in einem heterologen Organismus produziert
[Hwang und Waite, 2012; Hwang et al., 2010; Silverman und Roberto, 2007]. Aus diesem
Grund war ein Vergleich beider Mfp-3 von Interesse, um etwaige, sequenzabhangige Unter-
schiede in den adhasiven Eigenschaften zu untersuchen.
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Mefp-3f ADYYGPNYGPPRRYGGGNYNRYNRYGRRYGGYKGWNNGWNRGRRGKYW-
Mgfp-3 ADYYGPKYGPPRRYGGGNYN---RYGRRYGGYKGWNNGWKRGRWGRK

******:************* *‘k**************:*** *:
= DOPA R = HyR

Abb. 1-9 Sequenz-Alignment von Mefp-3f aus Mytilus edulis und Mgfp-3 aus Mytilus galloprovin-
cialis auf Proteinebene

Erstellt mit dem open source Programm Clustal Omega (1.2.1, EMBL-EBI) unter Verwendung der Stan-
dardeinstellungen. Sequenz Mefp-3f, Uniprot: QONAV2, Sequenz Mgfp-3, Uniprot: Q9GUXS8. Blau — Y
mit potenzieller Hydroxylierung zu DOPA, Orange — R mit potenzieller Hydroxylierung zu Hydroxyarginin
(HyR), Gelb — Sequenzbereiche mit deutlichem Unterschied.

1.4.1.1.2 DOPA als Schliisselmolekiil natlirlicher Adhéasion

L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) wird in der Literatur als Schllisselmolekiil fir die Klebe-
eigenschaften mariner Organismen beschrieben [Deming, 1999; Lee et al., 2006]. Die hohe
Konzentration an DOPA (bis zu 30 mol%) in den Mfp ist fur eine starke Haftung der Muscheln
an verschiedene Rohstoffe wie Felsen, Holz (Schiffe) und Pflanzenfasern (Seile) unter extre-
men Bedingungen unerlasslich. Der Grad an Hydroxylierung variiert je nach Muschel und den
auleren Einflissen [Floriolli et al., 2000]. In natlirlichen Muschelful3proteinen wurde stets eine
Mischung von Mfp-Varianten mit unterschiedlichem Hydroxylierungsgrad nachgewiesen, so-
dass je nach Bedarf der Muschel die Anzahl an Hydroxylierungen in den Proteinspezies variiert
[Floriolli et al., 2000; Papov et al., 1995; Roberto und Silverman, 2010]. DOPA tragt tber ver-
schiedene im Folgenden aufgeflihrten Mechanismen zur Adhasion von Muscheln bei (Abb.
1-10 A+B): H-Brickenbindungen, elektrostatische Wechselwirkungen, Metall-Catechol-Koor-
dination, Kationen-r-Wechselwirkungen und tr-tr-Interaktionen des aromatischen Ringsys-
tems [Gebbie et al., 2017; Kord Forooshani und Lee, 2017; Rev.; Waite, 2017]. Starke nicht-
kovalente Wechselwirkungen (H-Bruckenbindungen oder r-1r-Interaktionen) wurden bereits
zwischen den Catechol-Gruppen und anorganischen Substraten wie Glas oder Glimmer (mica)
von verschiedenen Wissenschaftlern untersucht [Anderson et al., 2010; Li und Zeng, 2016;
Mian et al., 2014]. Im Falle von Metalloxiden (z.B. TiO2) wird angenommen, dass die Catechol-
Gruppen starke Metall-Catechol-Koordinationsbindungen ausbilden [Rodriguez et al., 1996].
Bei hydrophoberen Oberflachen oder sogar inerten Polymermaterialien wird vermutet, dass
die hydrophoben Wechselwirkungen (m-Stapelkrafte und Van-der-Waals-Krafte) zwischen
dem Catechol und dem Substrat zu der starken Wechselwirkung beitragen [Li et al., 2014; Yu
et al., 2013]. Aus diesem Grund ist die DOPA-Chemie und deren Anwendung flr die Material-
wissenschaften von grofdem Interesse.



1 Einleitung 16

A Interaktionen an Grenzflachen bei saurem pH c
H-Brlicken Eleklrostatlsch Hydrophob ~ Koordination pH2
\, y Zwel
HOIP\O H—BrUcken H-Briicke und
NH Alkyle §§395§ Koordlnanon Bldenda
e Cb'_'td'e ..................... Caz.... Ak yle §95588 N - Ober- Koord|nat|on
flache o

B Kohasive Interaktionen unter sauren Bedingungen

Kation-1r Elektrostatisch Hydrophob

o o NH, Hd D- ) ,.o 0"'@"‘0

H H Cai' o (o] [o]
%-@ Mo oo o g

g o :a,\ o mﬂ Mono Bis Tris

H-Briicken

Abb. 1-10 Vielfalt der DOPA-Chemie fiir die Adhasion modifiziert nach [Rev.; Waite, 2017]

Mégliche Bindungsmechanismen der Catechol-Seitenkette (DOPA). (A) Interaktionen an Grenzflachen
bei saurem pH: H-Brickenbindungen, elektrostatische, hydrophobe und koordinative Wechselwirkun-
gen. (B) Kohasive Interaktionen der Mfp unter sauren Bedingungen: H-Brickenbindungen, Kationen-Tr-
Wechselwirkungen, elektrostatische (z.B. Salzbriicken) und hydrophobe Wechselwirkungen. (C) Die
Catechol-Bindung an Metalloxid-Oberflachen andert sich von H-Briickenbindungen bei saurem pH-Wert
zu kovalenter Bindung im Meereswasser (pH 8,0). (D) Die Metallkoordination durch Catechole (DOPA).
Mit steigendem pH-Wert steigt die Vernetzung bis zu drei bei einem pH-Wert von 8,0.

Neben dieser Vielfalt an Adhasionsmdglichkeiten DOPA-enthaltener Proteine tragen Umge-
bungsbedingungen wie pH-Wert und Salzkonzentration (Leitfahigkeit) ma3geblich zum Bin-
dungsprozess bei [Guerette et al., 2013; Kan et al., 2014]. In der Natur befinden sich die Mfp
zunachst in der Muschelsekretionsdrise, die einen leicht sauren pH-Wert von ca. 5,5 besitzt
[Yu et al., 2011a]. Die Exposition in Meerwasser (pH 8,2) induziert die Vernetzung der Mfp
(Abb. 1-10C+D) [Hwang et al., 2013; Martinez Rodriguez et al., 2015; Waite, 2017]. Die opti-
male Haftung der Muschel erfordert ein mittleres Mall an DOPA-Vernetzung, da sowohl adha-
sive als auch kohasive Krafte flr eine starke Bindung notwendig sind.

Obwohl Mfp starke adhasive Eigenschaften aufweisen, ist ihre Verfligbarkeit limitiert. Fur die
Gewinnung von 1 g Mfp werden ~ 10000 Muscheln benétigt [Cha et al., 2008]. Kommerziell
werden nativ gewonnene Mfp als Corning™ Cell-Tak (Thermo Fischer Scientific) flr 273 €/mg
oder MAPTrix™ (Kollodis Biosciences) fiir 50 €/mg angeboten (Stand: 03/2022). Aus diesem
Grund sind alternative Ansatze wie die rekombinante Produktion der Mfp (1), Muschel-ahnliche
Peptide (ll), synthetische Catechol-Polymere (l1l) oder andere biomimetische Ansatze (V) im-
mer weiter in den Fokus der Forschung gertckt [Brennan, 2015; Brubaker und Messersmith,
2011; Cha et al., 2009; Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005; Hwang et al., 2007; Wang und
Scheibel, 2018a; Wang und Scheibel, 2018b].

Die heterologe Produktion von Mfp ist in den vergangenen 20 Jahren Gegenstand intensiver
Forschung gewesen. In E. coli konnten rekombinant bereits Mfp-3 und Mfp-5 aus M. gallopro-
vincialis produziert werden [Hwang et al., 2005; Hwang et al., 2004; Yang et al., 2013]. Auch
die Produktion eines Fusionsproteins (fp-353) aus Mgfp-3 und Mgfp-5 in E. coli war erfolgreich
und fp-353 zeigte gute Bindeeigenschaften im Vergleich mit kommerziell erhaltlichem Fibrink-
leber [Gim et al., 2008].
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1.4.1.1.3 Enzymatische Hydroxylierung von Tyrosinen in Mfp-basierten Biomaterialien

Die post-translationale Modifikation DOPA wird in Proteinen durch die Hydroxylierung von Tyr
in ortho-Position zur OH-Gruppe am Phenolring erreicht. Diese Modifikation wird enzymatisch
generiert [Deming, 1999; Lee et al.,, 2011]. Wie bereits in Kapitel 1.4.1.1 (S. 12) erwahnt,
konnte bis heute keine Tyrosyl-Hydroxylase in Muscheln identifiziert werden. Da dennoch die
Hydroxylierung von Tyr in Proteinen und deren Einfluss im Detail untersucht werden sollte,
nutzten Wissenschaftler ein anderes Enzym aus dem Pilz Agaricus bisporus flr die in vitro
Hydroxylierung Mfp-enthaltener Sequenzen. Marumo und Waite beschrieben erstmals die op-
timalen Bedingungen sowie die Limitierungen zur Umwandlung von Tyr sowie Tyr-enthaltener
Sequenzen zu DOPA mit Hilfe der Pilz-Tyrosinase (Sigma) [Marumo und Waite, 1986]. Die
Ergebnisse dieser Analysen zeigten unter den getesteten Bedingungen eine Umwandlung von
70 % des freien Tyr zu DOPA und in kurzen synthetischen Di- oder Tripeptiden eine ahnliche
Ausbeute (60 — 88 %). In einem Mfp-basierten Decapeptid wurden jedoch nur ~ 40 % der Tyr
zu DOPA hydroxyliert. Trotz des zum Teil niedrigen Hydroxylierungsgrades wird die die kom-
merziell erhaltliche Tyrosinase aus A. bisporus seitdem in der Literatur vielfach fir die Modifi-
kation zu DOPA in Mfp-enthaltene Sequenzen eingesetzt [Brennan, 2015; Cha et al., 2009;
Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005; Wang und Scheibel, 2018a; Yang et al., 2013].

A) OH OH
+ %0=0 —»
R R OH
B) OH (0]
+ %0o=0 — = + H,0
R OH R 0

Abb. 1-11 Reaktionsgleichungen der Tyrosinase-katalysierten o-Hydroxylierung von Mono-
phenol zu Brenzcatechin, kurz Catechol (A) und der Oxidation von o-Catechol zu 1,2-Benzochi-
non (B) [Pretzler et al., 2017]. R = H oder andere Substituenten.

Die Tyrosinase gehért zur Enzymklasse der Oxidoreduktasen (EC 1.14.18.1), die im Allgemei-
nen in einer Vielzahl von Bakterien, Pilzen, Pflanzen, Insekten und Saugetieren vorkommt und
an der Biosynthese von Melanin beteiligt ist [Plonka und Grabacka, 2006]. Das Enzym kataly-
siert die ortho-Hydroxylierung von Phenol und die Oxidation des resultierenden Catechols zu
o-Chinon (Abb. 1-11). Letztere sind instabil und polymerisieren typischerweise zu Melaninpig-
menten. In Gegenwart von Reduktionsmitteln wie Ascorbinsaure und Thiolen kann das Cate-
chol aus dem o-Chinon regeneriert werden. Die Tyrosinase ist ein Kupfer-abhangiges Enzym,
wobei sich die Cu(ll)-lonen in der Bindestelle fir molekularen Sauerstoff befinden. Zudem
weist die Tyrosinase zwei Bindestellen flr aromatische Substrate auf [Duckworth und
Coleman, 1970]. Die kommerziell erhaltliche Tyrosinase aus A. bisporus hat ein MW von
119,5 kDa, einen pl von 4,7 -5 und ein pH-Optimum von 6 —7 [Gillespie et al., 1991;
Gutteridge et al., 1977; Robb und Gutteridge, 1981]. Bei enzymkinetischen Untersuchungen
wurden ahnliche Ky-Werte flir mono- und diphenolische Substrate bestimmt: 0,2 mM (L-Tyr)
und 0,17 mM (L-DOPA) [Selinheimo et al., 2009]. Obwohl die Pilz-Tyrosinase in der Literatur
zur Modifikation von Tyr zu DOPA in Muschel-basierten Polypeptiden vielfach eingesetzt wird,
stellt die geringe Umwandlungsrate von ~ 15 — 40 % Peptid-gebundener Tyr zu DOPA eine
Limitierung fir die Anwendung dar [Akemi Ooka und Garrell, 2000; Hwang et al., 2005;
Marumo und Waite, 1986; Wang und Scheibel, 2018b; Yu und Deming, 1998]. Zur Maximie-
rung der Adhasionseigenschaften ware die Modifikation aller Tyr optimal.
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Eine Alternative bieten mikrobielle Tyrosinasen (mTyr), die bei Peptid-gebundenen Tyr einen
héheren Hydroxylierungsgrad zu DOPA aufweisen [Axambayeva et al., 2018; Do et al., 2017;
Fairhead und Thény-Meyer, 2010; Zaidi et al., 2014]. Bakterien produzieren Tyrosinasen zur
Melaninproduktion, welches im Organismus diverse protektive Eigenschaften austibt und fir
das Uberleben wichtig ist [Faccio et al., 2012]. Melanin schiitzt die bakterielle DNA vor Scha-
den durch UV-Strahlung sowie reaktiven Sauerstoffspezies, und kann zudem toxische
Schwermetalle binden [Garcia-Rivera und Casadevall, 2001; Geng et al., 2008]. Insgesamt
gibt es sechs verschiedene bakterielle Tyrosinase-Typen, die nach der Organisation der Do-
manen und dem moglichen Bedarf an einem Caddie-Protein (Helferprotein) fur die Enzymak-
tivitat klassifiziert sind [Faccio et al., 2012]. Die Tyrosinase aus Verrucomicrobium spinosum
(Typ Il Tyrosinase) zeigte bislang die hdchste spezifische Aktivitat unter allen getesteten mik-
robiellen Tyrosinasen und ist somit fir biotechnologische Anwendungen von groRem Interesse
[Fairhead und Thony-Meyer, 2010]. Die Typ lll Tyrosinasen werden unter natirlichen Bedin-
gungen durch ihre C-terminale Domane reguliert. Das Entfernen der Domane fuhrt zu einer
etwa 100-fach héheren Aktivitat. Eine entsprechend verkirzte Variante des Enzyms wurde
bereits aktiv in E. coli produziert und zur Modifikation eines Mfp-Fusionsproteins verwendet
[Axambayeva et al., 2018]. Das resultierende aktive Enzym besitzt eine Grél3e von 36,5 kDa
und ein pH-Optimum zwischen 6 — 8.

Neben der hohen spezifischen Aktivitat ist die mikrobielle Tyrosinase (mTyr) auch aus folgen-
dem Grund interessant fur die DOPA-Modifikation von Mfp-basierten Sequenzen. Wahrend
die Pilz-Tyrosinase aus A. bisporus ahnliche Ku-Werte fir mono- und diphenolische Substrate
zeigt, ist der Ky-Wert der mTyr fir monophenolische Substrate um den Faktor 30 niedriger als
fur Diphenole (0,26 mM L-Tyr/ 7,9 mM L-DOPA) [Fairhead und Thény-Meyer, 2010]. Somit ist
die mTyr Reaktion spezifischer fiir die gewlinschte Reaktion zum Catechol.

1.4.2 Kohasive Protein-Blocke

Neben adhasiven Proteinen ist in der Literatur auch eine Vielzahl von Proteinsequenzen mit
kohasiven Eigenschaften beschrieben. Eine Ubersicht ausgewanhlter Proteine befindet sich in
Tabelle 1-3 (S. 18): Resilin-dhnliche Polypeptide (RLP — resilin-like peptides) aus Drosophila
melanogaster (i), ein Triblock CL-SL-SL-CL (CL — collagen-like, SL — silk-like) (ii), der Leucin-
Zipper (iii) sowie Elastin-ahnliche Sequenzen (ELP — elastin-like peptides) (iv).

Tabelle 1-3 Ubersicht kohisiver Proteine

Protein Herkunft Art MW Heterologe Literatur
(kDa) Produktion
(i) RLP  Taufliege Droso- 25,3 E. coli [Qin et al., 2011]
phila
melano-
gaster
(ii) Mensch (C), Homo 65,5 P. pastoris [Martens et al., 2009a;
CSSC  seiden-spin-  sapiens, Martens et al., 2009b]
ner (S) Bombyx
mori
(iii) Leu- 4,8 E. coli [Shen et al., 2007; Shen et
Zip- synthetisch al., 2005]
per
(iv) ELP  Mensch Homo 30,7 E. coli, [Desai und Lee, 2015;

sapiens P. pastoris Desai et al., 2016]
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RLP — Resilin-ahnliche Polypeptide, CSSC — C = Kollagen-ahnliche Polypeptide, S = Seiden-ahnliche

Polypeptide, ELP — Elastin-ahnliche Polypeptide.

(i) RLP, bestehend aus dem Pentadecapeptid repeat (GGRPSDSYGAPGGGN), besitzt
hervorragende mechanische Eigenschaften wie eine geringe Steifigkeit und hohe Elas-
tizitat. Verschiedene rekombinante RLP wurden bereits erfolgreich in E. coli produziert
und wiesen eine hohe Zugfestigkeit im Materialtest auf [Qin et al., 2011; Su et al.,
2014].

(i) Das Triblock-Copolymer (A-B-A) besteht aus einem Kollagen-ahnlichen Block (A = CL)
und einem pH-responsiven Seidenprotein-ahnlichen Block (B = SL), und wird in der
Literatur als CSSC bezeichnet. Das Polymer konnte bereits erfolgreich nach Produk-
tion in Pichia pastoris aufgearbeitet und charakterisiert werden [Martens et al., 2009a;
Martens et al., 2009b]. Die Hydrogele zeigten eine auliergewdhnliche Festigkeit durch
die Ausbildung von definierten Schleifenstrukturen (engl. ribbons) im SL-Block bei nied-
rigem pH-Wert, wahrend der CL-Block unstrukturiert (engl. random-coil) bleibt.

(iii) Der Leucin-Zipper ist ein helikales Peptid mit einer Periodizitat von (abcdefg), (Position
a und d sind haufig Leucine). Unter bestimmten Bedingungen kénnen diese Helices in
starke intra- und intermolekularen Interaktionen treten und ein dreidimensionales Po-
lymer-Netzwerk ausbilden [Petka et al., 1998; Shen et al., 2005]. Es wurde bereits ge-
zeigt, dass dieser Prozess vor allem vom pH-Wert und der vorherrschenden Salzkon-
zentration abhangig ist [Shen et al., 2007]. Somit kdnnen Leucin-Zipper-Sequenzen als
responsive Elemente fir das Protein-Design eingesetzt werden.

(iv) ELP sind aus nativen sich wiederholenden Elastin-Motiven aufgebaut. Diese repetitive
Einheiten verleihen Elastin seine besonderen Eigenschaften wie kohasive Starke und
Flexibilitat [Gray et al., 1973]. Um diese Eigenschaften in den Materialwissenschaften
nutzen zu kénnen, wurden Elastin-dhnliche Sequenzen (ELP) entwickelt, die diese Ei-
genschaften natlrlichen Elastins nachempfinden. Unterschiedliche ELP-Sequenzen
wurden bereits erfolgreich in E. coli produziert und vielversprechende Materialeigen-
schaften gezeigt [Desai und Lee, 2015; Desai et al., 2016].

Fur die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Designer-Proteine wurden Elastin-ahnliche
Sequenzen (ELP) als kohasive Blocke verwendet. Diese besitzen die einzigartigen Eigen-
schaften von Elastin, kohasive Starke und Flexibilitat, und eignen sich zur Nutzung als Bioma-
terial. Es wurde eine ELP-Sequenz verwendet, die bereits erfolgreich in E. coli produziert wer-
den konnte [Desai und Lee, 2015; Desai et al., 2016]. Darlber hinaus sind ELP thermorespon-
siv und es ist eine einfache sowie kostengunstige Reinigung mittels Inverse transition cycling
(ITC) méglich. Dabei wird der reversible Temperaturiibergang von ELP oder ELP-fusionierten
Proteinen genutzt, von einer hauptsachlich unstrukturierten Anordnung (random-coil) bei
Raumtemperatur zu geordneten intra- und intermolekularen B-Helix-Strukturen [Ge et al.,
2006; Meyer und Chilkoti, 2002; Yeboah et al., 2016]. Diese Eigenschaft eignet sich zudem
fur die Entwicklung eines flexiblen Klebers, der erst bei Erhéhung der Umgebungstemperatur
seine typischen Strukturen ausbildet. In der Literatur zeigte rekombinant produziertes ELP
physikalische und mechanische Eigenschaften, die dem nativen Elastin sehr ahnlich sind
[Chow et al., 2006; Collins et al., 2014; Malik, 2016; McPherson et al., 1996]. Aufgrund der
attraktiven biochemischen Eigenschaften von ELP, der bereits beschriebenen heterologen
Produktion in E. coli und der vergleichsweise einfachen und schnellen Reinigung wurden ELP
als kohasive Bldcke flr das Design der Proteine in der vorgelegten Arbeit verwendet und wer-
den in den folgenden Kapiteln vorgestellit.
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1.4.2.1 Elastin-dhnliche Sequenzen

Elastin ist verantwortlich fir die Elastizitdt und Belastbarkeit vieler Gewebe (Blutgefale,
Lunge, Herz, Haut) und ist bekannt fir seine au3ergewohnliche Haltbarkeit [Partridge, 1963].
Naturliches Elastin besteht aus sich wiederholenden Sequenzmotiven wie z.B. VPGVG, GGVP
oder GVGVAP, welche dem Protein seine besonderen Eigenschaften wie kohasive Starke und
Flexibilitat verleint [Gray et al., 1973]. Tropoelastin (TE) ist eine |6sliche Vorstufe (precursor)
von Elastin, welches zusammen mit zahlreichen anderen Proteinen elastische Fibrillen in der
extrazellularen Matrix ausbildet [Schmelzer und Duca, 2021]. In der TE-Sequenz befinden sich
hydrophile Domanen bestehend aus Lys-Resten, die zum Teil in reifen Elastin in vivo querver-
netzt sind, und hydrophobe Domanen, die repetitive Motive aus Gly, Val und Pro enthalten
[Floss et al., 2010; Vrhovski und Weiss, 1998]. Die hydrophoben Domanen sind vor allem flr
die Elastizitat von TE verantwortlich [Urry et al., 1976].

Um diese Eigenschaften in der Materialwissenschaft nutzen zu kénnen, wurden Elastin-ahnli-
che Polypeptide (ELP) untersucht, die aus nativen Elastin-Motiven aufgebaut sind. Eines der
am haufigsten untersuchten ELP ist das sich wiederholende Pentapeptid (VPGXG),, wobei X
eine beliebige Aminosaure mit Ausnahme von Pro sein kann [Maskarinec und Tirrell, 2005;
Rodriguez-Cabello et al., 2006]. Das am haufigsten vorkommende Pentapeptid-Motiv ist
(VPGVG), [Gray et al., 1973; Venkatachalam und Urry, 1981] und steht im Fokus der vorlie-
genden Arbeit. Eine Besonderheit von TE und ELP ist der reversible Temperaturiibergang von
einer hauptsachlich unstrukturierten Anordnung (random-coil) bei Raumtemperatur zu geord-
neten intra- und intermolekularen B-Helix-Strukturen (B-spiral, mit einem Typ Il B-turn pro Pen-
tamer) bei einer sequenzspezifischen Ubergangstemperatur (T, engl. transition temperature)
(Abb. 1-12) [Girotti et al., 2004]. Dadurch werden die hydrophoben Interaktionen verstarkt und
es kommt zur Agglomeration (Koazervierung) der Polypeptidketten. ELP kénnen somit als
thermoresponsive Elemente genutzt werden [Lee et al., 2000]. Die niedrige kritische Lésungs-
temperatur (lower critical solution temperature, LCST) der ELP kann durch Anpassung des
Molekulargewichts eingestellt werden [Meyer und Chilkoti, 1999]. Mit einer gréReren Anzahl
an Pentapeptid-repeats in den ELP (héheres MW), verringert sich die spezifische T:.
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Abb. 1-12 Reversibler Temperaturiibergang bei ELP von einer relativ unstrukturierten Anord-
nung (random-coil) zu inter- & intramolekularen Interaktionen (hoch dehnbare Spiralketten) un-
ter physiologischen Bedingungen (T = 37 °C) [Desai et al., 2016]

Die biochemische Charakterisierung des Temperaturtibergangs erfolgte mit rekombinant pro-
duzierten ELP. Die in E. coli produzierten ELP besitzen physikalische und mechanische Ei-
genschaften, die dem nativen Elastin sehr &hnlich sind [Chow et al., 2006; Collins et al., 2014;
Malik, 2016; McPherson et al., 1996]. In der Literatur konnten bereits 1,6 g/Lkuir reines ELP
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aus Schittelkolbenkultivierung sowie 4,3 g/Lkutur €iner ELP-Fusion mit einem Seiden-ahnli-
chen Motiv aus der Seidenspinnerraupe im Bioreaktor erreicht werden [Chow et al., 2006;
Collins et al., 2014]. Daher ist (VPGXG), ein vielversprechendes Motiv fur Protein Engineering
von bio-inspirierten Materialien.

Fur die Reinigung von ELP aus E. coli kann der reversible Temperaturibergang durch das
Inverse transition cycling (ITC) genutzt werden, um das Zielprotein gezielt von Wirtsproteinen
abzutrennen [Ge et al., 2006; Meyer und Chilkoti, 2002; Yeboah et al., 2016]. Zu den Vorteilen
dieser Reinigungsmethode, im Vergleich zu chromatografischen Methoden, gehdren (i) gerin-
ger technischer Aufwand, (ii) Skalierbarkeit, (iii) schnelle Durchflihrung sowie (iv) vergleichs-
weise geringe Kosten. In Abb. 1-13 ist der allgemeine Prozess des ITC fir Fusionsproteine
mit ELP vereinfacht dargestellt. Das ELP-Fusionsprotein liegt zunachst in einem komplexen
Gemisch (z.B. Zelllysat) vor. Durch Temperaturerh6hung auf T; der L6sung und/oder Zugabe
von Salz wird der inverse Ubergang ausgeldst, wodurch das ELP-Fusionsprotein aggregiert.
Nach Zentrifugation bei T; verbleiben andere Proteine (Verunreinigungen) im Uberstand und
das ELP-Fusionsprotein im Pellet. Das Fusionsprotein wird durch Resuspension mit einem
Puffer bei einer Temperatur unterhalb von T;und/oder geringerer Salzkonzentration gewon-
nen. Falls eine spezifische Protease-Schnittstelle zwischen ELP-tag und Zielprotein (target
protein) eingebaut wurde, kann der Verdau anschlielRend durchgefiihrt werden. Final erfolgt
eine weitere Runde ITC, um das Zielprotein vom ELP-tag abzutrennen, wobei das Zielprotein
im Uberstand verbleibt. Durch die optimale Kombination der kritischen Parameter (MW des
ELP, T und lonenstéarke der Lésung) kann das ELP-Fusionsprotein aus einem komplexen Ge-
misch einfach gewonnen werden [Meyer und Chilkoti, 2002].

Andere |6sliche Moleklle

(1) g“:‘g N\ 3) szgﬁg:ubilisiertes

1. Ubergang Protease- 1. Ubergang
@ I:l 2. Zentrifugation Verdau aa 2. Zentrifugation aa
6 Oy —> —~
g%(optlonal) . Pellet
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Ziel- 4
protein 939 %/_\ (4) Uberstand
ELP @ —~ @®

Abb. 1-13 Schematische Darstellung der ELP-basierten Proteinaufreinigung durch ITC [Meyer
und Chilkoti, 2002].

In Forschungsarbeiten der vergangenen 20 Jahre wurden bereits viele Aspekte der heterolo-
gen Produktion von ELP untersucht. In der Arbeit von Meyer und Kollegen wurden verschie-
dene ELP-Fusionsproteine rekombinant in E. coli produziert. Nach der Reinigung mittels ITC
konnten Ausbeuten von 40 — 70 mg/Lkutur erreicht werden [Meyer und Chilkoti, 1999]. Chris-
tensen und Kollegen zeigten, dass die Positionierung von ELP am C-Terminus des Zielpro-
teins (Protein-ELP) zu einer hdheren Expression und folglich zu einer héheren Ausbeute fihrte
(bis ~ 90 mg/Lkuitur) [Christensen et al., 2009].

Durch die Zugabe von Glycerin und bestimmter Aminosauren zum Kultivierungsmedium konn-
ten Chow und Kollegen die Ausbeuten von einer Fusion aus GFP-ELP stark verbessern [Chow
et al., 2006]. Uberraschenderweise zeigten auch andere als in den ELP vorkommenden AS
wie z.B. Asn, Asp, GIn und Glu einen positiven Effekt auf die Proteinausbeute, sogar in einem
komplexen Medium. Somit konnte im Vergleich zum Ublicherweise verwendeten LB-Medium
die Ausbeute im Schittelkolben mit dem optimierten Medium um das 36-fache auf 1,6 g/Lkuiur
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erhoht werden. Mit dieser Studie konnte somit ein nitzlicher Ansatz zur Verbesserung der
Ausbeute von ELP-Fusionsproteinen, aber auch anderer repetitiver Polypeptide gezeigt wer-
den.

1.4.3 Linker-Sequenz als Protein-Baustein

Die adhasiven und kohasiven Blécke wurden in den Designer-Proteinen mit einem Gly-Ser-
Linker (GGGGS), verbunden, welcher standardmaRig als flexibler Linker fur rekombinante Fu-
sionsproteine in E. coli verwendet wird [Dai et al., 2017; Huston et al., 1988; Trinh et al., 2004].
Durch Anpassung der Anzahl an Wiederholungen (n) kann die Lange des GS-Linkers optimiert
werden, um eine angemessene Trennung der der funktionellen Doméanen zu erreichen oder
die notwendigen Wechselwirkungen zwischen den Domanen aufrechtzuerhalten. In der Lite-
ratur wird haufig eine Anzahl von n = 1 — 3 verwendet [Chen et al., 2013]. Der Linker in den
Designer-Proteinen soll eine sterische Behinderung zwischen den kohasiven und adhasiven
Blécken und somit eine Beeintrachtigung der funktionellen Eigenschaften vermeiden.

1.4.4 Protein-tags als Protein-Bausteine

Als Protein-tag wurde in der vorgelegten Arbeit fur die Designer-Proteine (DP) ein N-terminaler
Hiss-SUMO-tag (engl. Small Ubiquitin-related MOdifier) verwendet [Malakhov et al., 2004;
Marblestone et al., 2006]. Dieser ermoéglicht neben der Aufarbeitung Gber die Affinitatschro-
matografie (IMAC), auch eine Uberhangsfreie Abtrennung des Hise-SUMO-tags mit Hilfe der
SUMO-Protease 1 (ScUIp1), um einen nativen N-Terminus zu generieren. Des Weiteren
konnte die Verwendung eines SUMO-tags bei einigen rekombinanten Proteinen eine Verbes-
serung der Expression, Ldslichkeit, Reinigung und zur Verringerung des proteolytischen Ab-
baus beitragen [Butt et al., 2005]. Neben dem Hiss-SUMO-tag zur chromatografischen Reini-
gung wurde in einem weiteren DP ein c-myc-tag zur Detektion mittels Western-Blot integriert.
Der c-myc-tag ist ein kleiner, immunreaktiver Decapeptid-tag (N-EQKLISEEDL-C) und wurde
1985 das erste Mal beschrieben [Evan et al., 1985]. Er eignet sich ideal flir immunbiologische
Nachweise und kann an den N-Terminus, den C-Terminus oder intern im Zielprotein eingebaut
werden.

1.5 Herausforderungen bei der Produktion rekombinanter
Proteine

Aus der Literatur ist bekannt, dass es bei der rekombinanten Produktion von Proteinen zu
Problemen wie Abbau oder Faltungsproblemen kommen kann [Baneyx und Georgiou, 1991;
Meerman und Georgiou, 1994; Rozkov und Enfors, 2004]. Haufig fihren co-translational auf-
tretende Faltungsfehler zu Translationsabbriichen oder Proteolyse [Baneyx und Mujacic,
2004; Joseph et al., 2015; Singha et al., 2017]. Ein gewisses Risiko fir die Produktion neuar-
tiger Protein-basierter Materialien in heterologen Organismen besteht. Deswegen erfolgte das
Protein-Design, die Wahl des Produktionsstammes, der Kultivierungsbedingungen, als auch
der Proteinreinigung in der vorliegenden Arbeit unter Berucksichtigung dieser Aspekte. Dar-
Uber hinaus wurde der Produktionsprozess der Designer-Proteine an Literaturdaten ange-
lehnt, wie es fir die einzelnen Protein-Blocke bereits beschrieben ist.

Auch bei der Mal3stabsvergrof3erung zur Gewinnung gréRerer Mengen an gereinigten rekom-
binanten Proteinen kann es zu Herausforderungen kommen und eine einfache Ubertragung
auf einen gréflieren Malistab ist oft nicht moglich. Dies betrifft sowohl den Upstream- [Krausch
et al., 2020; Tripathi, 2009; Wurm, 2016] als auch den Downstream-Prozess [Prokopakis und
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Asenjo, 2020], da oft die Dauer des Verfahrens deutlich zunimmt. Dazu gehoéren die Dauer der
Zellabtrennung, des Zellaufschlusses (intrazellulares Zielprotein) und der Produktreinigung
(chromatografisch oder nicht-chromatografisch).

Trotz der bekannten Herausforderungen, bietet die rekombinante Proteinproduktion klare Vor-
teile (einfache genetische Manipulation, niedrige Kosten und einfache Kulturbedingungen,
kurze Proteinexpressionszeit, hohe Reproduktionsrate) und wurde flr die Herstellung der De-
signer-Proteine verwendet.

1.6 Motivation

Bio-basierte Bindemittel auf Proteinbasis stellen eine vielversprechende Alternative in den Ma-
terialwissenschaften dar (Kap. 1, S. 1). Dies gilt insbesondere fiir die Herstellung von Span-
platten und im Formsandbau, da die Mehrheit der eingesetzten Bindemittel Formaldehyd ent-
halt [Kloeser et al., 2007]. Formaldehyd-basierte Bindemittel sind sehr effizient. Jedoch ist es
seit der Neuklassifizierung von Formaldehyd als karzinogene Verbindung durch die WHO ein
wichtiges Ziel, die Verwendung und Exposition zu verhindern [Carvalho et al., 2012; Marutzky,
2008]. Als bio-basierte Alternative werden Proteine fir diesen Ansatz bereits seit [angerem
untersucht [Krug und Tobisch, 2010; Weber und Krug, 2005].

Derzeit werden vor allem im medizinischen Bereich artifizielle Proteine als bio-basierte Binde-
mittel verwendet [Von Byern und Grunwald, 2010]. Dazu z&hlen unter anderem die Verwen-
dung als Wundkleber, Biomaterialien zur Wundheilung oder zum Knochenaufbau, Herstellung
von Hydrogelen oder Systeme zur gezielten Wirkstoffabgabe [Dinjaski und Kaplan, 2016;
Forooshani et al., 2017]. Mit der Nutzung von artifiziellen Proteinen im materialwissenschaftli-
chen Bereich zur Verklebung von Verbundmaterialien kann somit eine noch weitestgehend
unerforschte Nische bio-basierter Bindemittel untersucht werden.

Neben der Senkung der Formaldehydemission bietet die Nutzung Protein-basierter Bindemit-
tel die Moglichkeit, kuinftig Ausgangsstoffe auf Basis fossiler Rohstoffe durch nachwachsende
Rohstoffe zu ersetzen. Demzufolge stellen Bindemittel auf Proteinbasis durch die bevorste-
hende Endlichkeit der Erdélprodukte und der damit verbundenen Preissteigerung eine loh-
nenswerte und Formaldehyd-freie Alternative dar. Zusatzlich ist der 6kologische Aspekt durch
eine deutliche Senkung der CO.-Emission bei der rekombinanten Herstellung und Verwen-
dung Protein-basierter Bindemittel von Bedeutung.

Darlber hinaus kénnen durch das Design artifizieller Proteine die Eigenschaften nattrlich vor-
kommender Proteine verbessert und flr die spezifische Anwendung optimiert werden. Ein ra-
tional designtes Protein zeigte bereits eine Zug-Scher-Kraft von ca. 2,6 MPa bei der Verkle-
bung von Aluminiumplatten [Brennan et al., 2017]. Im Vergleich dazu wies ein herkdmmlicher
synthetischer Mehrzweckkleber (Elmers Glue-All, ElImer's Products) in Materialtests eine Kraft
von ca. 0,17 MPa auf [Cha et al., 2009]. Dementsprechend besitzen Protein-basierte Binde-
mittel ein grofRes Potenzial fur die Nutzung in den Materialwissenschaften. Auch die Vielzahl
an Mdglichkeiten im Protein-Design, die in den Kapiteln 1.1 (S. 4) und 1.2 (S. 6) vorgestellt
wurden, erlaubt ein breites Feld flr die Erforschung Protein-basierter Bindemittel mit neuen
und einzigartigen Eigenschaften.

1.7 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines bio-basierten Bindemittels auf Protein-
basis. Basierend auf dem allgemeinen Prinzip eines guten Klebstoffs sollte flir das Design eine
Kombination von adhasiven und kohasiven Proteinsequenzen zur Erzielung bester
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Bindungseigenschaften an Sand, bestehend aus SiO;, verwendet werden. Dafir sollte nach
intensiver Literaturrecherche natirlicher als auch de novo designter Sequenzen eine Protein-
bibliothek erstellt werden. Diese Bibliothek sollte im adhasiven Anteil Proteinsequenzen ent-
halten, die Tyrosine zur spateren Modifikation zu DOPA enthalten, wie z.B. Muschelfu3prote-
ine. Als kohasiver Protein-Block sollten thermoresponsive Elastin-ahnliche-Sequenzen in die
artifiziellen Proteine eingebaut werden.

Nach dem Protein-Design sollte die rekombinante Produktion der Proteine zunachst im Schiit-
telkolbenmalstab in verschiedenen E. coli Stammen untersucht werden. Da es sich bei den
geplanten Designer-Proteinen um kiinstliche, nicht-natirlich vorkommende Proteine handelt,
stellte die rekombinante Herstellung eine besondere Herausforderung fir die vorliegende Ar-
beit dar. Nach erfolgreicher Etablierung, Anpassung und Optimierung der Kultivierungsbedin-
gungen zur Steigerung der Produktion der Designer-Proteine, war die Ubertragung des Pro-
zesses in einen Bioreaktor zur Gewinnung ausreichender Mengen an Biomasse ein weiterer
Aspekt im Rahmen der vorliegenden Arbeit.

Im Anschluss sollten die rekombinanten Proteine unter Verwendung geeigneter Reinigungs-
methoden effizient aus E. coli isoliert werden. Fur die spezifische Bindung an hydrophile SiO»-
Oberflachen sollte eine Funktionalisierung der Proteine durch Hydroxylierung der Peptid-ge-
bundenen Tyrosine zu DOPA mit Hilfe einer rekombinant produzierten Tyrosinase untersucht
werden. Der Erfolg der Modifikation sollte sowohl qualitativ als auch quantitativ bestimmt wer-
den.

Abschlielend sollten diese rekombinant hergestellten Zielproteine materialwissenschaftlich
untersucht werden. Dazu sollten die Bindungseigenschaften der Proteinadsorption sowie die
Zug-Scher-Krafte der artifiziellen Proteine gemessen werden, um die beste und vielverspre-
chendste Variante zu identifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Samtliche verwendete Chemikalien sind in der Tabelle 2-1 zusammengestellt.

Tabelle 2-1: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien

Bezeichnung Lieferant Best. Nr. Reinheit
Carl Roth GmbH & Co, o
Aceton Karlsruhe, Deutschland 9372 299 %
- Carl Roth GmbH & Co, HPLC Gradient
Acetonitril Karlsruhe, Deutschland 8825 Grade
Acrylamid/ Bisacrylamid AppliChem GmbH Darm-
(30 % Losung) stadt, Deutschland A3574 KA.
Agar-Agar Carl Roth GmbH & Co, 5210 k. A.
Agarose VWR, Radnor, USA 9012-36-6 k. A.
Albumin aus Rinderserum Merck KGaA, Darmstadt
’ ’ 1.12018.0025 > 98 %
(BSA) Deutschland
: . Carl Roth GmbH & Co, o
Ammoniumchlorid Karlsruhe, Deutschland K298 299 %
. . Carl Roth GmbH & Co, o
Ammoniumhydrogencitrat Karlsruhe, Deutschland P735 > 98 %
Ammoniumperoxodisulfat Carl Roth GmbH & Co, o
(APS) Karlsruhe, Deutschland 2292 A Ch L
. Carl Roth GmbH & Co, o
Ammoniumsulfat Karlsruhe, Deutschland 3746 299 %
BCIP/NBT '\D"ggt:gc';gf]ﬁ Darmstadt, o g11944v KA.
Benzonase (25 U/uL) '\D"ggt:gc';gf]ﬁ Darmstadt, 4 41695.0001 > 99 %
Carl Roth GmbH & Co,
Bromphenolblau (Na-Salz) Karlsruhe, Deutschland A512 k. A.

. . Carl Roth GmbH & Co, o
Calciumchlorid Karlsruhe, Deutschland 5239 299 %
Coomassie-Brillantblau Carl Roth GmbH & Co, 9598 KA
G250 Karlsruhe, Deutschland T
Chloramphenicol E’:::S'mg %“;St"s'gﬂgga 3886 98,5 %
Ethylendiamintetraessig-
séure (Dinatrium-Salz) (};’:rrl'sif’gz %rggt"s'g‘ﬂgga 8043 > 99 %
(EDTA) ’

Eisen(lll)-Chlorid- Merck KGaA, Darmstadt,
Hexahydrat Deutschland 1.03943.0250 k- A.

L Carl Roth GmbH & Co, o
Essigsaure Karlsruhe, Deutschland 3738 299 %

Carl Roth GmbH & Co, o
Ethanol Karlsruhe, Deutschland K928 299 %
Carl Roth GmbH & Co,
(D)-Glucose Karlsruhe, Deutschland X997 k. A
. Carl Roth GmbH & Co, o
Glycerin Karlsruhe, Deutschland 3783 299 %

: Carl Roth GmbH & Co, o

Glyein Karlsruhe, Deutschland 3908 299 %
Carl Roth GmbH & Co, o

Hamstoff Karlsruhe, Deutschland 3941.2 299.5%

Hefeextrakt Carl Roth GmbH & Co, 2363 k. A.

Karlsruhe, Deutschland
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Bezeichnung Lieferant Best. Nr. Reinheit
Isopropyl-B-D-thiogalacto-  Carl Roth GmbH & Co, CNO8 KA
pyranosid (IPTG) Karlsruhe, Deutschland T
Carl Roth GmbH & Co,
Isopropanol Karlsruhe, Deutschland 9866.1 2995 %
. . Carl Roth GmbH & Co,
Kaliumchlorid Karlsruhe, Deutschland 6781.1 299,5%
. . Carl Roth GmbH & Co, o
Kaliumdihydrogenphosphat Karlsruhe, Deutschland P749 =99 %
di-Kaliumhydrogenphos- Carl Roth GmbH & Co, o
phat Karlsruhe, Deutschland P7493 299%
. Carl Roth GmbH & Co,
Kanamycinsulfat Karlsruhe, Deutschland T832 k. A.
Kupfer(ll)-Chlorid-Dihydrat ~ Fluka Chemika 61174 k. A.
Carl Roth GmbH & Co,
Lysozym Karlsruhe, Deutschland 8259 KA.
Magnesiumchlorid Merck KGaA, Darmstadt, 147339100 > 99 %
Deutschland
MagnesiumsulfatHeptahy-  Carl Roth GmbH & Co, o
drat Karlsruhe, Deutschland P027 299 %
Serva Electrophoresis, Hei-
R-Mercaptoethanol delberg, Deutschland 28625.02 k. A.
Carl Roth GmbH & Co, HPLC Gradient
Methanol Karlsruhe, Deutschland 7342 Grade
. Carl Roth GmbH & Co,
Natriumacetat Karlsruhe, Deutschland 6773 299 %
Natriumazid Merck KGaA, Darmstadt,  74,g9 > 99,5 %
Deutschland
. . Carl Roth GmbH & Co,
Natriumchlorid Karlsruhe, Deutschland 3957 299 %
Natriumdodecylsulfat Carl Roth GmbH & Co, 1057 K A
(SDS, Rotistock 20%) Karlsruhe, Deutschland T
di-Natriumhydrogenphos- Carl Roth GmbH & Co, o
phat-Dihydrat Karlsruhe, Deutschland 4984 299%
, . Carl Roth GmbH & Co, o
Natriumhydroxid Karlsruhe, Deutschland 6771 299 %
Carl Roth GmbH & Co,
2-Propanol Karlsruhe, Deutschland T910 UV/IR Grade
ortho-Phosphorsaure Carl Roth GmbH & Co, 6366 KA
(85 %) Karlsruhe, Deutschland T
Carl Roth GmbH & Co,
L-Rhamnose Karlsruhe, Deutschland 4655.2 A Ch L
N Carl Roth GmbH & Co
0, )
Salzsaure (37 %) Karlsruhe, Deutschland 4625 k. A.
Struktol J673 Schill + Seilacher 18412 k. A.
Tetramethylethylendiamin ~ Carl Roth GmbH & Co, 2367 K A
(TEMED) Karlsruhe, Deutschland T
Tris(hydroxymethyl)-amino- Carl Roth GmbH & Co, 4855 >99 %
methan (TRIS) Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co,
Trypton/Pepton Karlsruhe, Deutschland 8952 KA.
Carl Roth GmbH & Co,
Tween 20 Karlsruhe, Deutschland 4859 KA.
: Carl Roth GmbH & Co, o
Tyrosin Karlsruhe, Deutschland 1741 299%
Tyrosinase Merck KGaA, Darmstadt, 4554 >1000 U/mg

Deutschland
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2.1.2 Stammlosungen

Samtliche verwendeten Stammldsungen sind in Tabelle 2-2 in alphabetischer Reihenfolge zu-
sammengestellt.

Tabelle 2-2: Ubersicht iiber die verwendeten Stammlésungen

Stammlésung Lésungsmittel Konzentration
Ampicillin dH20 100 g/L
Chloramphenicol Ethanol (96 %) 33 g/L
EDTA 10 MM TRIS, pH 8,0 100 mM
Ethidiumbromid dH20 1g/L
IPTG dH20 0,5mM
Kanamycin dH20 30 g/L
MgCl2 dH20 1™
PMSF Isopropanol 100 mM
L-Rhamnose dH20 1™

2.1.3 Puffer und Medien

Allgemein verwendete Puffer und Medien sind in Tabelle 2-3 in alphabetischer Reihenfolge
zusammengestellt.

Tabelle 2-3: Ubersicht der verwendeten Puffer und Medien

Bezeichnung Zusammensetzung pH
Coomassie-Farbelosung 1,2 mM Coomassie Brilliantblau G-250

4,23 mM Isopropanol

1,6 mM Eisessig

Entfarbeldsung 4,02 mM Isopropanol
1,6 mM Eisessig

Laemmli-Puffer 0,25 mM Tris

[Laemmli, 1970] 1,9 M Glycin
34,7 mM SDS

Lysogeny broth (LB)-Medium 10 g/L Trypton/Pepton 7,0
10 g/L NaCl
5 g/L Hefeextrakt

Probenpuffer fir SDS-PAGE 0,22 mM Tris 6,8
17,3 mM SDS

7,46 yM Bromphenolblau
540 mM Gilycerin
100 mM B-Mercaptoethanol

Phosphatpuffer fir TB-Medium 0,17 M KH2PO4 -

(1:10 mit TB-Medium) 0,72 M K2HPO4

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris 6,8
13,9 mM SDS

TAE-Puffer (10x) 0,4 M Tris 8,5
0,2 M Essigsaure
10 mM EDTA

Terrific broth (TB)-Medium 12 g/L Trypton/Pepton -

24 g/L Hefeextrakt
0,5 % (m/v) Glycerin

Trenngelpuffer 1,5 M Tris 8,8
13,9 mM SDS
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2.1.4 Enzyme und Kits fur die Molekularbiologie

Samtliche verwendeten Kits sind in Tabelle 2-4 in alphabetischer Reihenfolge zusammenge-

stellt.

Tabelle 2-4: Ubersicht der verwendeten molekularbiologischen Enzyme, Reagenzien und Kits

Bezeichnung Lieferant Best.Nr.
DNA Loading Dye ThermoFischer Scientific R0611
dNTPs ThermoFischer Scientific R0181
FastAP ThermoFischer Scientific EF0654
Bsal ThermoFischer Scientific ER0292
GeneJet™Plasmid Miniprep Kit ThermoFischer Scientific K0502
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Fermentas SM0311
Massruler Loading Dye Fermentas R0621
MSB Spin PCRapace Stratec 1020220300
Ncol ThermoFischer Scientific ER0571
Nhel ThermoFischer Scientific ER0971
Phusion Polymerase ThermoFischer Scientific F530S
Puffer G (10x) ThermoFischer Scientific BG5S
Tango Puffer (10x) ThermoFischer Scientific BYS5
Taq Polymerase ThermoFischer Scientific EPO701
T4 DNA Ligase ThermoFischer Scientific ELOO11

2.1.5 Genkonstrukte und Plasmide

Samtliche verwendete Genkonstrukte sind in der Tabelle 2-5 zusammengestellt.

Tabelle 2-5: Ubersicht iiber die verwendeten Genkonstrukte

Pro- Translationsprodukt Expressionsplasmid Resis- Plasmid back- GroRe

tein tenz bone (bp)

Mefp-  Hise-SUMO-Mefp3 pET28_Mefp-3_SD KanR pET28a 5809

3

Mgfp-  Hise-SUMO-Mgfp3 pET28_Mgfp-3_SD KanR pET28a 5746

3

DP1A  Hise-SUMO-Mefp3- pJOE_DP1A AmpR pJOES5751.1 5384
ELP-Mefp3

DP1B  Hise-SUMO-Mgfp3- pJOE_DP1B AmpR pJOES5751.1 5369
ELP-Mgfp3

DP2 TE-Mefp3-c-myc pET28 _DP2 KanR pET28a_cer 7818

mTyr Hise-mTyr pPET28_mTyr KanR pET28a 6226

2.1.6 Marker und Antikorper

Samtliche verwendeten Marker und Antikérper sind in der Tabelle 2-6 in alphabetischer Rei-

henfolge zusammengestellt.

Tabelle 2-6: Ubersicht iiber die verwendeten Marker und Antikorper

Die Sequenzen befinden sich im erweiterten Anhang (Kapitel 11, S. 204ff.).

Bezeichnung Name Hersteller
primarer Antikdrper anti-poly-His aus Maus Thermo Scientific
sekundarer Antikérper anti-Maus IgG AP aus Ziege Sigma Aldrich

DNA Marker

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Thermo Scientific
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Proteinmarker Pierce™ Unstained Protein MW  Thermo Scientific
Marker
vorgefarbter Proteinmarker PageRuler Prestained Thermo Scientific

2.1.7 Bakterielle Stamme

Samtliche verwendeten bakteriellen Stdamme sind in der Tabelle 2-7 in alphabetischer Reihen-
folge zusammengestellt.

Tabelle 2-7: Ubersicht iiber die verwendeten bakteriellen Stimme

Stamm Genotyp Referenz
Escherichia coliBL21 ~ F- ompT hsdSB(rs- ms-) gal dcm A(DE3) pLysS [Studier und Moffatt,
(DE3) Gold pLysS (CmFR) 1986]
Escherichia coli W3110 rhaB- [Stumpp et al., 2000;
BW3110 Wilms et al., 2001]
Escherichia coliDH5a  @80lacZAM15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, [BRL, 1986]

hsdR17 (rK-,mK+), supE44, relA1, deoR,

A(lacZYA-argF)U169

Escherichia coli KRX F’, traD36, AompP, proA*B*, laclq, A(lacZ)M15] [Falbe, 1997;
AompT, endA1, recAl, gyrA96 (Nal), thi-1,  Mizuguchi et al., 2017]
hsdR17 (rc, mg*), e14- (McrA-), relA1, supE44,
A(lac-proAB), A(rhaBAD)::T7 RNA polymerase

2.1.7.1 Escherichia coli BW3110

Die Designer-Proteine 1A und 1B wurden in das Plasmid pJOES5751.1 kloniert. Dieser Expres-
sionsvektor ist durch ein positiv reguliertes Expressionssystem gekennzeichnet, welches mit
L-Rhamnose induziert wird [Stumpp et al., 2000]. Die heterologe Produktion erfolgte dement-
sprechend in dem Rhamnoseabbau-defizienten Stamm E. coli BW3110 [Wegerer et al., 2008;
Wilms et al., 2001]. Dieser Stamm enthalt eine Mutation des rhaB-Gens (L-Rhamnulose-
Kinase) und weist einen stark reduzierten Rhamnosestoffwechsel auf. Aufgrund der Inaktivie-
rung von rhaB ist E. coli BW3110 fir Hochzelldichtefermentationen optimiert, da die flir den
Prozess erforderliche Menge an Rhamnose geringer ist und der Zucker nicht verwertet werden
kann.

2.1.7.2 Escherichia coli KRX

E. coli KRX enthalt eine chromosomale Kopie des T7-RNA-Polymerase-Gens, die von einem
Rhamnose-Promotor (rhaBAD) positiv reguliert wird [Falbe, 1997]. Die Gene kodierend fir die
Zielproteine unterliegen dem negativ regulierten T7/lac-Promotorsystem. Dieses unabhangig
regulierte Promotorsystem ermoglicht die Reduktion einer basalen Genexpression, welche
haufig in E. coli BL21 (DE3)-Stammen auftritt [Hartnett et al., 2006]. Diese Eigenschaft erleich-
tert die Klonierung und Expression von Proteinen, die fUr E. coli toxisch sein kdnnten.

2.1.8 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Samtliche verwendeten Geréte sind in der Tabelle 2-8 in alphabetischer Reihenfolge zusam-
mengestellt.
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Tabelle 2-8: Ubersicht iiber die verwendeten Gerite

Bezeichnung

Typ

Hersteller
(Name, Ort, Land)

Agarosegelapparatur
Autoklav

Autoklav
Blot-Apparatur

Chromatografieanlage

Chromatografiesaulen
Chromatografie-saulenma-

terial
Dialyseschlauch

Elektrophoresestrom-ver-
sorgung

Feinwaage
Gefriertrockner
Gasbrenner
Geldokumentation
Glucose-Analysator
Glycerol Assay Kit
Hochdruckhomo-
genisator

Kanulen

Kapillaren (Prometheus
NT.48)

Kivetten

Magnetrihrer
Membranfilter
Micaplatten

Mikrowelle

NanoDrop (Photometer)
One Shot (Zellaufschluss)
pH-Meter

Photometer

Photometer

H&E 33 Mini Horizontal
Submarine Unit

Varioklav Dampfsterilisator
Systec VE-150

V10-SDB

Akta pure

XK 16/20,

XK 26/20,

Ni-Sepharose Excel
Spectra/Por® 7 Dialysis
Membrane, Pre-heated RC
tubing, MWCO: 3,5 kDa,
15 kDa & 25 kDa

EPS 301

BP 2218

Lyovac GT 2-E

Fuego basic

GenGenius Syngene
YSI2700 Select

K-GCROL

APV2000

Sterican®

Series nanoDSF Grade
Standard Capillaries
105.202-QS

Rotilabo® Magnetstabchen
Amicon® Ultra centrifugal
filters, 10 kDa

V5 Qualitat, 25x75mm,
Dicke: 0,26-0,31mm

Solo Inverter, NN-SD452W
OneC

OS Model

Fe20/EL20

Genesys 6 10S

Ultrospec 3300 pro

Amersham Biosciences, Uppsala, Schwe-
den

H&P Labortechnik, Oberschleilheim,
Deutschland

Systec GmbH, Linden, Deutschland

biostep GmbH, Jahnsdorf, Deutschland

GE Healthcare, Biosciences, Uppsala,
Schweden

GE Healthcare, Biosciences, Uppsala,
Schweden

GE Healthcare, Biosciences, Uppsala,
Schweden

Spectrum Labs, Breda, Niederlande

Amersham Biosciences, Uppsala, Schwe-
den

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Steris, Mentor, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

YSI Life Sciences, Tunbridge Wells, UK
Megazyme, Wicklow, Irland

SPX Flow Technology Rosista GmbH, Unna,
Germany

B| Braun, Melsungen, Deutschland
NanoTemper Technologies GmbH, Min-
chen, Deutschland

Hellma Analytics, MUhlheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Science Services GmbH, Minchen,
Deutschland

Panasonic, Osaka, Japan

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Constant Systems Limited, Daventry
Northants, England

Mettler Toledo, GielRen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Amersham Biosciences, Uppsala, Schwe-
den
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Bezeichnung Typ Hersteller
(Name, Ort, Land)
Pipetten 1-10 pl Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
2-20 pl
10-100 pl
100-1.000 pl
500-5.000 pl
Pipettierhilfe Accu-Jet® Pro Brand, Wertheim, Deutschland
Prometheus NT.48 NanoTemper Technologies GmbH, Miin-
chen, Germany
Prifmaschine Proline Z020 Zwick GmbH & Co. KG, Ulm, Deutschland
QCM-D q.CellT 3T GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutsch-
land
Rollenmischer SRT1 Bibby Scientific Ltd, Staffordshire, UK

Ruhrplatte
SDS-PAGE Anlage
Zubehor

Schuttler

Schittelinkubator

Spritzen
Sterilfilter
Sterilwerkbank
Thermoblock

Thermocycler

Thermoschuttler
Ultraschallbad
Ultra-Turrax
Vakuumpumpe
Vortexer

Waage

Warmeschrank
Wipptisch

Wasserbad

Zentrifuge

und

Mono Power direct Mobil
EPS 301

IKA KS4000i control
Innova 4230,

Multitron,
IKA®-KS4000, Control
Inject®/ -F

Omnifix®

0,2 um

Nu-440-400
Thermostat plus

T personal 48,

T professional Basic Gra-
dient

Thermomixer comfort

Sonorex Super 10 P
Miccra R-T D-1
Vacuubrand PC 511

Vortex-Genie® 2,
RS-VA 10
440-35N,

EA 15DCE-,
BP221S,
APX-153

KP 196

60281-00
Haake, DC10
UC-5B

5415 R,

5810 R,
Sorvall, LYNX 6000,

Variomag, Daytona Beach, USA

Amersham Biosciences, Uppsala, Schwe-
den
IKA Werke GmbH, Staufen, Deutschland

New Brunswick Scientific, Edison, New Jer-
sey, USA

Infors HT, Bottmingen, Schweiz

IKA, Staufen, Deutschland

B| Braun, Melsungen, Deutschland

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
NuAire Inc., Plymouth, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Biometra, Géttingen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Ber-
lin, Deutschland

ART moderne Labortechnik, Mihlheim,
Deutschland

Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Scientific Industries, New York, USA
Phoenix Instrument, Garbsen, Deutschland
Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland
Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
Denver Instrument, Géttingen, Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland
Hartenstein, Wirzburg, Deutschland
PSL Systemtechnik GmbH, Osterode,
Deutschland

Julabo GmbH, Seelbach, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Thermo Scientific, Massachusetts, USA
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Bezeichnung Typ Hersteller
(Name, Ort, Land)
Mikro 220R Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Rotilabo® Mini-Zentrifuge  Roth, Karlsruhe, Deutschland
Zentrifuge Avanti J-30i, Rotor JA-10, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutsch-
Rotor JA 30.50 land

2.2 Methoden
2.2.1 In silico Recherche

Zu Beginn erfolgte eine umfassende Online-Recherche zur Auswahl geeigneter Proteinse-
qguenzen basierend auf dem allgemeinen Prinzip eines guten Klebstoffs (Kap. 1, S. 1 und Kap.
1.3, S. 9). Die zur in silico Recherche verwendeten Online tools sind in Tabelle 2-9 aufgelistet.
Die Literaturrecherche wurde mittels der wissenschaftlichen Online-Literaturdatenbanken
Google-Scholar, SciFinder® und Web of Science durchgefiihrt. Neben der klassischen Litera-
turrecherche wurden die finalen Proteinsequenzen auf potenzielle Proteaseschnittstellen in
der Aminosauresequenz (MEROPS Datenbank, Peptide Mapper) geprift. Zur Produktion in
den Mikroorganismen wurde eine Codon-usage Optimierung durchgeflihrt und die daraus re-
sultierende Sequenz auf das Vorhandensein seltener Codons im geplanten Wirtsstamm ge-
pruft. In diesem Zusammenhang wurde auf Restriktionsschnittstellen in den Nucleotidsequen-
zen (Restriction Mapper) gepruft, um die entsprechende Klonierung in eigenen Experimenten
oder durch entsprechende Dienstleister wahrend der Generierung der Expressionsplasmide
optimal vorzubereiten.

Die Entwicklung einer Wirtsplattform und die rationale Wahl des Wirts unter Bertcksichtigung
der Codon-usage, der Literaturdaten sowie der eigenen experimentellen Erfahrung sollte eine
effiziente Produktion ermdglichen. Die finale Bewertung der Proteinsequenzen erfolgte nach
den folgenden sechs Kriterien: () rekombinante Produktion, (Il) Fusionen (relevant im Hinblick
auf die Materialeigenschaften oder fiir die Proteinaufarbeitung), (Ill) Material- und/oder Binde-
eigenschaften, (IV) Komplexitat, (V) Neuheitswert und (VI) interne Risikobewertung. Das Er-
gebnis der in silico Recherche war die Basis fUr ein Baukastensystem bestehend aus unter-
schiedlichen Protein-Blocken (Kap.1.3, S. 9). In Tabelle 2-9 sind die Prifparameter der in
silico Recherche mit den verwendeten Online tools dargestellt.

Tabelle 2-9 Prifparameter der in silico Recherche

Priifpara- Beschreibung Online tool Website

meter

Funktions-  Literaturrecherche zur Aus- Google-Scholar, scholar.google.de/

basierte wahl geeigneter Proteinse- SciFinder® https://scifinder.cas.org
Protein-se- quenzen Web of Science https://apps.webofknowledge.com/
quenzen

Restriktion-  Ermittlung von Restriktions- Restriction Map- http://www.restrictionmapper.org/
schnitt-stel-  schnittstellen anhand der Nu- per

len cleotidsequenz

Potenzielle  Ermittlung von proteolytischen ~ MEROPS Daten-  https://www.ebi.ac.uk/merops/
Protease- Schnittstellen anhand der Ami-  bank,

schnitt-stel- nosauresequenz/Primar-struk-  Peptide Mapper https://web.expasy.org/peptide_cutter
len tur der Proteine

Codon-u- Codon-usage Optimierung der  GeneArt www.thermofisher.com/geneart
sage Gensequenzen fur Wirtsorga-
nismus
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Ermittlung und Bewertung von  RareCodon Ana- www.biologicscorp.com/tools/Rare-

seltenen Codons, die durch lyzer, Codon Analyzer
Optimierung eingebaut wurden Rare Codon Cal-  Nttp:/people.mbi.ucla.edu/sum-
tor chan/caltor.html

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.21 Gensynthese

Die DNA-Sequenzen der verschiedenen Designer-Proteine sowie der mikrobiellen Tyrosinase
sind im Anhang dargestellt (Abschnitt 11, S. 204ff.). Die Synthese der Gensequenzen und das
Klonieren in die entsprechenden Expressionsvektoren (pJOE_DP1A, pJOE_DP1B,
pET28 DP2 und pET28 mTyr) wurde durch die Dienstleister Thermo Fisher Scientific und
Eurofins Genomics durchgefiihrt. Die Vektorkarten der Plasmide aller Designer-Konstrukte
sind ebenfalls im Anhang zu finden.

2.2.2.2 Klonierung der Expressionsplasmide fiir die Mfp-3-Einzeldomanen

Die Klonierung der Konstrukte pET28a_Mefp3_SD und pET28a_Mgfp3_SD fir die Mfp-3-Ein-
zeldomanen wurden wie folgt beschrieben durchgefihrt. Die templates pJOE_DP1A und
pJOE_DP1B flr die Generierung der Konstrukte wurde von der Firma Thermo Scientific syn-
thetisiert (Kap. 2.2.2.1). Als Zielvektor diente pET28a(+) (5,37 kb, Kanamycin-Resistenz).

2.2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur spezifischen Amplifikation der Mfp3-Gene wurde eine PCR durchgefiihrt. Fir eine analy-
tische PCR wurde ein Gesamtvolumen von 20 pL, fir eine praparative PCR ein Gesamtvolu-
men von 50 pL gewahlt. Fir die Amplifizierung des Genabschnittes wurden folgende Oligo-
nukleotide (Synthese durch Invitrogen) genutzt:

forward-Primer. 5 — CTG AGG TCT CAC ATG GGC AGC AGC CAT CAT C -3 (31 nt)
reverse-Primer. 5 — CAT GGT CTC ACT AGC TAC CAATAT TTC CCC CGT C -3’ (34 nt)

Die sequenzspezifische Anlagerung der Primer erfolgte bei 64 °C. Der PCR-Ansatz setzte sich
wie folgt zusammen und erfolgte nach dem unten aufgefihrten PCR-Programm:

Reaktionsansatz (50 pL):

0,5 yL Phusion DNA-Polymerase (0,3 pM)

5 uL Polymerase-Puffer (-Mg) (10x)

4 pL MgSO4 (25 mM)

1 uL forward-Primer (10 pmol/uL)

1 uL reverse-Primer (10 pmol/uL)

5 pL dNTP-Mix (2 mM)

1 uL template (pJOE_DP1A oder pJOE_DP1B) (134,4 ng/uL)
32,5 yl H20 (ad 50 L)

PCR-Programm:

1) 5min 99 °C Initiale Denaturierung
2) 1 min 99 °C Denaturierung
3) 30sec 64 °C Annealing
4) 20 sec 72 °C Elongation
24x 2) bis 4)
5) 5min 72 °C finale Elongation

6) Pause 16 °C Pause



2 Material und Methoden 34

Zur Analyse der PCR wurde der Ansatz mit Probenpuffer (6-fach) versetzt und auf ein 1 %-
iges Agarosegel (0,5 pg/mL Ethidiumbromid) aufgetragen (Kap. 2.2.2.6). Nach einer prapara-
tiven PCR wurde das PCR-Produkt mit Hilfe eines MSB Spin PCRapace Kit (Stratec) nach
Herstellerangaben gereinigt und in 30 yL ddH.O aufgenommen.

2.2.2.2.2 Restriktionsverdau

Fir einen Restriktionsverdau wurde die jeweilige Endonuklease fur einen praparativen Ansatz
wie folgt beschrieben eingesetzt und fir 1 h bei 37 °C inkubiert.
Verdau des PCR-Produktes (20 uL):

2 uL Puffer G (10x)

1 yL Bsal (10 U/uL)

5 yL PCR-Produkt (~ 500 ng)
12 pL ddH20 (ad 20 pL)

Die Inaktivierung des Restriktionsenzyms erfolgte fir 20 min bei 75 °C.
Sequentieller Verdau des Zielvektors (30 uL):

3 pL Tango Puffer (10x)
1 pL Ncol (10 U/pL)
3 uL pET28a (~ 500 ng)
23 pL ddH20 (ad 30 pL)
t =1 hbei 37 °C > Inaktivierung: t = 20 min bei 65 °C
1 pL Nhel (10 U/uL)
t =1 hbei 37 °C, - Inaktivierung: t = 20 min bei 65 °C

Um eine Religation des geschnittenen Insert in den Ursprungsvektor pET28a zu vermeiden,
wurde eine 5'-Dephosphorylierung mit Hilfe der FastAP (Alkalische Phosphatase) durchge-
fuhrt. Es wurden 1 U FastAP eingesetzt und fir 20 min bei 37 °C inkubiert. Das Enzym wurde
10 min bei 75 °C inaktiviert. Im Anschluss erfolgte die Reinigung von PCR-Produkten oder
DNA-Fragmenten (>100 bp) nach Herstellerangaben mit dem MSB Spin PCRapace Kit (Stra-
tec). Abweichend vom Herstellerprotokoll erfolgte die Elution mit 20 uL ddH-0.

2.2.2.2.3 Ligation

Die Ligation von gereinigten und geschnittenen Insert und Zielvektor erfolgte nach dem allge-
meinen Pipettierschema (s.u.). Vergleichend wurde ein molekulares Verhaltnis Insert / Ziel-
vektor von 3:1 und 6:1 gewahlt. Die Ligation erfolgte fiir ca. 16 h bei 16 °C. Die T4 Ligase
wurde anschlieRend fur 10 min bei 65 °C inaktiviert.

allgemeiner Ansatz:
3 uL geschnittenes Plasmid
0,5 yL / 1 pL geschnittenes Insert
2,4 ul ATP (25 mM)
0,75 yL T4 Ligase
1,5 uL T4 Ligase Puffer
Ad 15 pL ddH20

Jeweils 5 pL der Ligationsansatze wurden zur Transformation von chemokompetenten E. coli
DH5a Zellen (Kap. 2.2.2.3.1) und 2 L fir elektrokompetente E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS
Zellen (Kap. 2.2.2.3.2) eingesetzt. Wie in Kapitel 2.2.2.4 (S. 36) beschrieben, wurde die Plas-
mid-DNA isoliert.

2.2.2.2.4 Sequenzierung

Die Sequenzierung der isolierten Plasmid-DNA pET28a_Mefp-3_SD und pET28a_Mgfp-3_SD
(Kap. 2.2.2.4, S. 36) erfolgte mit den spezifischen T7 Primern durch Eurofins Genomics. Dafur
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wurden 100 ng/uL Plasmidlésung in 15 uL und je 5 pL mit einer Konzentration von 10 pmol/pL
der Primer eingeschickt. Die Analyse der Sequenzierergebnisse erfolgte mit Hilfe des open
source Programms Clustal Omega (1.2.1) multiple sequence alignment.

T7 forward-Primer: 5’- TAA TAC GAC TCA CTATAG G -3’ (19 nt)

T7 reverse-Primer: 5’- GCT AGT TAT TGC TCA GCG G -3’ (19 nt)

2.2.2.3 Transformation von E. coli

2.2.2.3.1 Hitzeschock-Methode

Zur Transformation von E. coli mit dem jeweiligen Plasmid (Tabelle 2-10) wurden die chemo-
kompetenten E. coli Stamme DH5a (Plasmidamplifikation), E. coli BW3110 und KRX (Expres-
sion) verwendet. Dazu wurden 100 pL der chemokompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und
mit ca. 300 — 500 ng Plasmid gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde ein
Hitzeschock fur 45 s bei 42 °C durchgefiihrt. Es folgte eine Inkubation auf Eis fur 2 min, bevor
800 pL LB-Medium (10 g/L Trypton/Pepton, 10 g/L NaCl, 5 g/L Hefeextrakt; pH 7,0) zugege-
ben wurden. Der Ansatz wurde fiir 45 — 60 min bei 37 °C und 650 rpm (Eppendorf Thermomi-
xer) inkubiert. 50 uL der Zellsuspension und ein Teil des resuspendierten Pellets wurden auf
einer LB-Platte mit entsprechenden Antibiotikum (Tabelle 2-10) ausgestrichen. Die LB-Platten
wurden fir ~ 16 h bei 37 °C inkubiert.

Tabelle 2-10 Ubersicht der verwendeten Plasmide in E. coli DH5a, BW3110 oder KRX, sowie de-
ren Antibiotikaresistenz und die finale Konzentration im Medium

Plasmid Bezeichnung Resistenz Cab final (Mg/mL)
pET28a_Mefp3 _SD E. coli DH5a, pET28a_Mefp3_SD KanR 30
pET28a_Mgfp3 SD E. coli DH5a, pET28a_Mgfp3_SD KanR 30
pJOE_DP1A E. coli DH5a, pJOE_DP1A AmpR 100
pJOE_DP1A E. coliBW3110, pJOE_ DP1A AmpR 100
pJOE_DP1B E. coli DH5a, pJOE_DP1B AmpR 100
pJOE_DP1B E. coliBW3110, pJOE_ DP1B AmpR 100
pET28a_DP2 E. coli DH5aq, pET28a_DP2 KanR 30
pET28a_mTyr E. coli DH5a, pET28a_mTyr KanR 30
pET28a_mTyr E. coli KRX, pET28a_mTyr KanR 30

2.2.2.3.2 Elektroporation

Die Transformation von E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS mit dem jeweiligen Expressionsvektor
erfolgte nach der Standardprozedur flr Elektroporation [Sambrook und Russell, 2006]. Die
Expressionsstamme sind in Tabelle 2-11 aufgelistet.

Tabelle 2-11: Ubersicht der verwendeten Plasmide in E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS

Plasmid Bezeichnung Resistenz  cao final (Mg/mL)

pET28a_Mefp3_SD E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS, KanR+CmR 30 +33
pET28a_Mefp3 SD

pET28a_DP2 E. coliBL21 (DE3) Gold pLysS, KanR+CmR 30 +33
pET28a_DP2

pJOE_DP1A E. coliBL21 (DE3) Gold pLysS, AmpR+CmR 30 +33

pJOE_DP1A
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2.2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus einer E. coli Kultur wurden 5 mL LB-Medium (je nach
eingesetztem Plasmid KanR, AmpR oder KanR+CmR, Tabelle 2-10, S. 35) mit einer entspre-
chenden E. coli Einzelkolonie steril inokuliert und flir mind. 16 h bei 37 °C und 180 rpm (Mul-
titron Infors HT) inkubiert. Die Kulturen wurden am Folgetag bei ~ 11000 x g zentrifugiert, der
Uberstand entfernt und mit dem Zellpellet zur weiteren Bearbeitung nach Herstellerangaben
des GeneJET™ Plasmid Miniprep Kits (Thermo Scientific) verfahren. Abweichend vom Her-
stellerprotokoll erfolgte die Elution der Plasmid-DNA mit 30 yL ddH.O (60 °C).

2.2.2.5 Quantifizierung von DNA

Durch photometrische Bestimmung der Absorption bei 260 nm erfolgte die Quantifizierung der
DNA-Konzentration einer Probe (NanoDrop). Zur Beurteilung der Reinheit der Plasmidprapa-
ration wurde ebenfalls die Absorption bei 280 nm bestimmt und das Verhaltnis beider Absorp-
tionen (Azeo / A2g0) Uberpruft. Der Quotient sollte zwischen 1,8 und 1,9 liegen, um von einer
ausreichend aufgereinigten DNA auszugehen [Held, 2001; Manchester, 1996; Wilfinger et al.,
1997].

2.2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse von DNA-Proben wurde die horizontale Agarosegelelektrophorese genutzt. Dazu
wurden 1 %-ige (w/v) Agarosegele mit TAE-Puffer (Tabelle 2-3, S. 27) hergestellt, die mit 20
ML Ethidiumbromid (Cinat = 0,57 mg/mL) versetzt wurden. Die DNA-Proben wurden vor dem
Auftragen mit DNA Loading Dye gemischt (5 uL Probe + 1 yL 6 x DNA Loading Dye) und
anschlielend auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte fir 1 h bei 80 V und 400
mA. Die Auswertung und Dokumentation der DNA-Proben wurde mit dem Gel-Dokumentati-
onssystem Syngene GenGenius (VWR, USA) mittels UV-Licht durchgefiihrt. Die Bildbearbei-
tung erfolgte mit Hilfe von GeneSnap (Version 6.03).

2.2.3 Heterologe Produktion

2.2.3.1 Kultivierung von E. coli-Stammen

2.2.3.1.1 Schiittelkolbenmal3stab

Alle verwendeten Medienbestandteile zur Kultivierung von E. coli Stdmmen wurden durch Au-
toklavieren bei 125 °C fur 25 min sterilisiert. Antibiotika und Induktorsubstanzen wurden steril
filtriert. Zunachst erfolgten Test-Experimente zur Produktion der rekombinanten Proteine im
20 mL Schuttelkolbenmafstab (SK, in der gesamten Arbeit wurden Schikanekolben verwen-
det) in verschiedenen E. coli Stammen, um die besten Induktions- und Produktionsbedingung
zu ermitteln. Es wurden verschiedene Kultivierungsparameter verglichen, in denen zunachst
die Induktionsdauer (2 — 22 h), Induktionstemperatur (20 — 37 °C) und die Induktorkonzentra-
tionen untersucht wurden. Die final verwendeten Kombinationen fur den 500 mL SK-Mal3stab
sind in Tabelle 2-12 zusammengefasst.

Fur die Produktion der Zielproteine wurden 100 mL einer Vorkultur (VK) TB-Medium mit ent-
sprechenden Antibiotikum mit einer Kolonie inokuliert und fir ~ 16 h bei 37 °C und 130 rpm
inkubiert. Die Zellkultur wurde fur 20 min bei 4 °C und 3800 x g zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in frischem TB-Medium mit Antibiotikum aufgenommen. Anschliefiend wurde die VK
genutzt, um die Hauptkulturen (500 mL in 2L SK) auf eine ODgypo von 0,1 einzustellen
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(Inkubation bei 37 °C und 80 rpm). Vor dem Start der Expression wurde die Temperatur auf
die jeweilige Induktionstemperatur reduziert. Die Induktion wurde bei einer ODggo von 0,6 — 0,8
initiiert und erfolgte fur das jeweilige Zielprotein nach den in Tabelle 2-12 aufgelisteten Induk-
tionsbedingungen. Mittels Zentrifugation fir 30 min bei 4 °C und 6000 x g wurden die Zellen
geerntet. Die gewonnene BFM wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C
bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

Fir die SDS-PAGE-Analyse (Kap. 2.2.4.1, S. 39) von 1/0ODsoo-Proben wurde 1 mL Zellsuspen-
sion (bei einer Kultur mit einer ODsoo von 1,0) entnommen und fir 10 min bei 4 °C und ~ 11000
x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen. Das Zellpellet wurde in 100 yL Proben-
puffer resuspendiert und fir 5 min bei 99 °C inkubiert. Fir die SDS-PAGE-Analyse wurden
10 pL der entsprechenden 1/0ODsoo-Probe und 5 pL Marker (Thermo Scientific) aufgetragen.

Tabelle 2-12 Ubersicht der verwendeten Plasmide und E. coli Stimme und der jeweils verwende-
ten finalen Induktionsbedingung

Zielprotein Plasmid Re- E. coli Stamm Induktionsbedingungen
sistenz

His-SUMO- pET28a_Mefp3_SD Kan+CmR  BL21 (DE3) Gold 1mM IPTG, 30 °C, 20 h

Mefp-3 pLysS

His-SUMO- pET28a_Mgfp3_SD Kan+CmR  BL21 (DE3) Gold 1mM IPTG, 30 °C, 20 h

Mgfp-3 pLysS

DP1A pJOE_DP1A AmpR BW3110 5 mM Rhamnose, 25 °C, 22 h

DP1B pJOE_DP1B AmpR BW3110 5 mM Rhamnose, 25 °C, 22 h

DP2 pET28a_DP2 Kan+CmR  BL21 (DE3) Gold 1mMIPTG, 37 °C, 2 h
pLysS

Hise-mTyr pET28a_mTyr KanR KRX 5 mM L-Rhamnose + 1 mM IPTG,

30°C,21h

2.2.3.1.2 Bioreaktormal3stab

Zur Bereitstellung von ausreichenden Mengen an Designer-Proteinen erfolgte eine Erhéhung
des Kultivierungsmalfstabs von 0,5 L (SK) auf 7,5 bzw. 15 L. Zu diesem Zweck wurde die
Kultivierung auf einen Bioreaktor (BIOSTAT® C, Sartorius) in Fed-Batch-Fermentation Uber-
tragen. Die Fermentation erfolgte zunachst im batch-Modus mit 5 g/L Glucose und einer an-
schlieBenden kontinuierlichen Zugabe (100 — 140 g/L) einer feed-Losung aus 150 g/L Hefeex-
trakt und 250 mL/L Glycerin. Die RegelgréRen wahrend der Fermentation waren die Tempe-
ratur, die Sauerstoffsattigung, der pH-Wert sowie die Schaumbildung. Die Regulierung des
pH-Wertes auf 7,0 wahrend der Fermentation erfolgte mittels 10 %-iger Natronlauge oder
20 %-iger Phosphorsaure. Der Sauerstoffpartialdruck wurde durch Anpassung der Ruhrer-
drehzahl konstant auf pO. = 5 L/min gehalten. Als Antischaummittel diente 20 %-iges
STRUKTOL J673.

Die Kultivierung erfolgte dreistufig in LB-Medium (10 g/L Trypton/Pepton, 10 g/L NaCl, 5 g/L
Hefeextrakt; pH 7,0) mit dem entsprechenden Antibiotikum unter folgenden Bedingungen: | —
2 x 20 mL, LB-Medium, ~ 16 h, 37 °C und 130 rpm; Il = 2 x 100 mL LB-Medium, ~ 16 h, 37 °C
und 100 rpm; lll — 6 x 500 mL LB-Medium, ~ 16 h, 30 °C und 80 rpm. Die Start-ODgqo aller
Vorkulturen (VK) betrug jeweils 0,1. Die dritte VK diente als Inokulum (3 L des jeweiligen E. coli
Stammes mit entsprechenden Expressionsplasmid, siehe Tabelle 2-13) flir die Fermentation
im 7,5 bzw. 15 L Mafstab.

Fir das Anfangsvolumen an TB-Medium wurden 0,5 g/L Ammoniumchlorid, 35 g/L Hefeex-
trakt in 5 L dHO geldst und im Fermenter auf 7,5 bzw. 15 L dH.O aufgefillt. Die Sterilisation
fand in situ statt. Die batch-Glucose und die feed-Lésung wurden separat autoklaviert. Vor
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Inokulation erfolgten der Ausgleich des Kondensatverlustes (Gl. 2-1) im Fermenter mit sterilem
dH-0, die Zugabe der batch-Glucose und des jeweiligen Antibiotikums, 0,5 g/L Magnesiumsul-
fat, 11 g/L di-Kaliumhydrogenphosphat sowie das Einstellen des pH-Wertes auf 7,0.

X = VStart_ (VSteri - VVerlust + VInokulum + VBatch—Glc + VAntibiotikum + VMgSo4 + VKZHPO4) (GI 2'1)

Das Wachstum erfolgte bei 37 °C. Der Glucoseverbrauch wurde in regelmaRigen Abstanden
off-line am Glucose-Analysator (YSI2700 Select, YSI Life Sciences) verfolgt. Nach vollstandi-
gem Glucoseverbrauch wurde die kontinuierliche Zufutterung mit 140 g/h feed-Lésung gestar-
tet. Bei einer ODeggo von ca. 35 wurde die Temperatur auf 25 °C abgesenkt und der feed auf
100 g/h reduziert. Nach Erreichen der Temperatur (~ 30 min) erfolgte die Induktion mit dem
jeweiligen Induktor (Tabelle 2-13) fir 17 h bei 25 °C. Zur Wachstumskontrolle wurde die ODsqo
in regelmaRigen Abstanden gemessen (off-line). Das Anlegen von 1/ODego-Proben (Kap.
2.2.3.1.1, S. 36) fur die Untersuchung zur Zielproteinbildung mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1,
S. 39) erfolgte direkt vor der Induktion und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion
sowie zur Zellernte. Die jeweiligen Zellen wurden nach 24 h durch Zentrifugation (6000 g,
30 min, 4 °C) geerntet und bei - 20°C gelagert.

Tabelle 2-13 Ubersicht der verwendeten E. coli Stimme mit dem jeweiligen Expressionsplasmid
im BioreaktormafBstab

Zielprotein Plasmid Resistenz E. coli Stamm C Induktor final
His-SUMO-Mefp-3 pET28a_Mefp3_SD Kan+CmR  E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS 1 mM IPTG

His-SUMO-Mgfp-3 pET28a_Mgfp3 SD Kan+CmR E. coliBL21 (DE3) Gold pLysS 1 mM IPTG
DP1A pJOE_DP1A AmpR E. coliBW3110 5 mM Rhamnose
DP1B pJOE_DP1B AmpR E. coliBW3110 5 mM Rhamnose
DP2 pET28a_DP2 Kan+CmR E. coliBL21 (DE3) Gold pLysS 1 mM IPTG

2.2.3.2 Zellaufschluss

Zum Zellaufschluss wurden flr die verschiedene Designer-Proteine unterschiedliche Resus-
pensionspuffer verwendet (Tabelle 2-14).

Tabelle 2-14 Ubersicht der verwendeten Resuspensionspuffer

Zielpro- Plasmid E. coli Stamm Resuspensionspuffer
tein
His-SUMO- pET28a_Mefp3_SD E. coli BL21 (DE3) 100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NacCl,
Mefp-3 Gold pLysS 1 mM PMSF (pH 8,0)*
His-SUMO-  pET28a_Mgfp3_SD E. coli BL21 (DE3) 100 mM NaH2POg4, 10 mM TRIS, 300 mM NacCl,
Mgfp-3 Gold pLysS 1 mM PMSF (pH 8,0)*
DP1A pJOE_DP1A E. coliBW3110 100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl,
500 mM KCI, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA; pH 8,0
DP1B pJOE_DP1B E. coliBW3110 100 mM NaH2POg4, 10 mM TRIS, 300 mM NacCl,
500 mM KCI, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA; pH 8,0
DP2 pET28a_DP2 E. coli BL21 (DE3) 10 mM NHg-acetat (pH 6,7)*
Gold pLysS
Hise-mTyr pET28a_mTyr E. coli KRX 20 mM Naz2HPO4, 500 mM NaCl (pH 7,5)*

* Zugabe von 10 U/mL Benzonase und 5 mM MgClz vor mechanischem Zellaufschluss

2.2.3.2.1 Mechanischer Zellaufschluss

Fir kleinere Anséatze (< 8 g BFM) und zur ersten Uberpriifung der Léslich-Unldslichverteilung
der Designer-Proteine wurden die Zellen mittels OneShot bei 1380 bar aufgeschlossen. Im
Anschluss erfolgte der Zellaufschluss mittels Hochdruckhomogenisator (HDH) Uber drei
Passagen bei ca. 1000 bar und 4 °C. Etwa 200 g der jeweiligen E. coli BFM wurde in 400 mL
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Resuspensionspuffer (Tabelle 2-14) aufgenommen. Zur Abtrennung der I6slichen Fraktion
wurde das Zelllysat zentrifugiert (Rotor JA 10, 17700 x g, 30 min, 4 °C). Die Proteinkonzent-
ration des Rohextraktes (RE) wurde nach Bradford (Kap. 2.2.6.1.1) bestimmt [Bradford, 1976].
Anschlieend wurde das Pellet in einem Volumen Resuspensionspuffer aufgenommen, dass
dem Zellsuspensions-Volumen vor Zentrifugation entsprach. Dieser Schritt diente dazu die
Ldslich-Unldslichverteilung der rekombinanten Proteine mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1) zu
analysieren. Fur die SDS-PAGE wurden Proben des RE und Pellets jeweils im Verhaltnis 1:1
in SDS-PAGE-Probenpuffer angelegt und 5 min bei 99 °C inkubiert. Die Beladung der SDS-
PA-Gele erfolgte, wenn nicht anders angegeben, mit jeweils 10 pL.

2.2.3.2.2 Enzymatischer Zellaufschluss

Fur die Aufarbeitung der Designer-Proteine DP1A und DP1B erfolgte der Zellaufschluss en-
zymatisch mittels Lysozym. Dazu wurden 500 g der tiefgefrorenen Fermentationsbiomasse
E. coli BW3110 (Kap. 2.2.3.1.2) in 1,5 L Resuspensionspuffer (Tabelle 2-14) aufgenommen
final mit 0,5 mg/mL Lysozym versetzt. Der Ansatz wurde fiir ~ 16 h bei 4 °C unter Rihren in-
kubiert. Anschlief3end erfolgte ein Nukleaseverdau fiir 1 h bei 4 °C durch die Zugabe von final
10 U/mL Benzonase und 5 mM MgCl,. Zur Abtrennung der I6slichen Fraktion wurde die Zell-
suspension zentrifugiert (Rotor JA 10, 17700 x g, 30 min, 4 °C). Die Proteinkonzentration des
RE wurde mittels BCA-Assay (Kap. 2.2.6.1.2) bestimmt. Anschlielend wurde das Zellpellet in
einem Volumen Resuspensions-Puffer aufgenommen, dass dem Zellsuspensions-Volumen
vor Zentrifugation entsprach. Dieser Schritt diente dazu die Ldslich-Unléslichverteilung der re-
kombinanten Proteine mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1) zu analysieren. Der RE wurde zur
Reinigung von DP1A mittels Inverse Transition Cycling (ITC) verwendet (Kap. 2.2.5.2).

2.2.4 Proteinchemische Methoden

2.2.41 SDS-PAGE

Die erforderlichen Lésungen und Puffer zur Herstellung der SDS-PA-Gele sind in Tabelle 2-15
aufgelistet. Die Zusammensetzung aller verwendeten Reagenzien ist Tabelle 2-3 zu entneh-
men (S. 27). Die Gelpuffer wurden mit HCI auf pH 8,8 bzw. pH 6,8 eingestellt.

Zu trennende Proben wurden mit Probenpuffer versetzt und 5 — 10 min bei 99 °C inkubiert.
Die Elektrophorese erfolgte 2-stufig in Laemmli-Puffer: In der ersten Stufe 6 min bei 80 mA
und 300 V und in der zweiten Stufe 40 min bei 60 mA und 300 V.

Im Anschluss wurde das Gel in Farbelésung fir 1 h auf dem Wipptisch inkubiert. Nach der
Farbung wurde das Gel mit dH20 gesplilt und mit Entfarbelésung bis zum ausreichenden Kon-
trast zwischen Hintergrund und Proteinbanden entfarbt. Zur Dokumentation wurden die Gele
eingescannt.

Tabelle 2-15: Zusammensetzung der Trenngele und Sammelgele nach [Laemmli, 1970]

Substanz 2 Trenngele 12,5 % 2 Sammelgele 4,5 %
Gelpuffer 2,5 ml 1,25 ml
Acrylamid/ Bisacrylamid (30%) 4,2 ml 0,75 ml
deionisiertes Wasser 3,3ml 3,0 ml
TEMED 10 ul 10 ul

gesattigtes APS 20 ul 8 ul
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2.2.4.2 Western-Blot

Zur Western-Blot-Analyse wurden SDS-PA-Gele eingesetzt, die nach Abschnitt 2.2.4.1 ange-
fertigt wurden. Es wurde ein vorgefarbter Molmassenstandard (PPL Marker, Thermo Scientific)
verwendet, um den Erfolg des Transfer-Verfahrens zu Gberprifen.

Die verwendete Nitrozellulosemembran und das Whatman-Filterpapier wurden 15 min in
Transfer-Puffer (20 % (v/v) MeOH, 25 mM Tris, 192 mM Glycin und 0,1 % (w/v) SDS) auf dem
Wipptisch aquilibriert. Das Blotten erfolgte bei 250 mA bei 20 V fur 1 h. Im Anschluss wurden
das Whatman-Filterpapier und das SDS-PA-Gel entfernt. Alle weiteren Schritte wurden (wenn
nicht anders angegeben) auf dem Wipptisch durchgefuhrt. Die Nitrozellulosemembran wurde
nacheinander zweimal mit je 15 mL TBS (10 mM Tris-HCI, pH 7,5 und 150 mM NacCl) fur
10 min gewaschen, 1 h in 10 mL Blocklésung (3 % BSA (w/v) in TBS) inkubiert, zweimal mit
je 15 mL TBS-TT (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 500 mM NaCl, 0,05 % (v/v) TWEEN®-20 und
0,2 % (v/v) Triton X-100) und einmal mit 15 mL TBS fur 10 min gewaschen. Es folgte die Bin-
dung des primaren Antikorpers (Poly-anti-His Antikérper, 1:3000 in 10 mL Blocklésung) fur 1 h.
Nach zweimaligem Waschen mit je 15 mL TBS-TT und einmal 15 mL TBS fir je 10 min wurde
die Nitrozellulosemembran mit dem sekundaren Antikérper (Anti-Maus Antikdrper gekoppelt
an alkalische Phosphatase, 1:10000 in 10 mL Blocklésung) 1 h inkubiert. Die Nitrozellulose-
membran wurde zweimal mit je 15 mL TBS-TT 10 min gewaschen. Die Anfarbung des Protein-
Antikérper-Komplexes erfolgte durch Zugabe von 10 mL alkalischer Phosphatase-Substratl6-
sung (eine BCIP/NBT- Substratlésung, Serva) fir ~2 min ohne Schwenken. Die Farbreaktion
wurde durch zweimaliges Waschen mit je 20 mL dH>O gestoppt und die Nitrozellulosememb-
ran zum Digitalisieren eingescannt.

2.2.5 Reinigung der Proteine

2.2.5.1 Chromatografische Proteinreinigung

Die Aufarbeitungen der rekombinanten Proteine Hiss-SUMO-Mefp-3, Hise-SUMO-Mgfp-3,
DP1A, DP1B und Hise-mTyr erfolgten mittels Affinitdtschromatografie ber den N-terminalen
Hise-fag. Die Chromatografieldufe wurden mit dem System AKTA pure der Firma GE-
Healthcare (Uppsala, Schweden) durchgefiihrt. Die Datenaufzeichnung und Auswertung der
Chromatogramme erfolgte mit der Software Unicorn 7.0. Alle eingesetzten Puffer bzw. Lésun-
gen wurden filtriert (Porendurchmesser = 0,2 ym) und entgast (Ultraschallbad). Die Lagerung
der IMAC-Séaulen erfolgte in 20 % EtOH. Zur Entfernung des EtOH wurden die Saulen vor
Beladung mit mind. 3 CV ddH»O gespult und im Anschluss mit 5 CV Puffer A aquilibriert. Die
in der vorgelegten Arbeit durchgeflihrten Chromatografielaufe erfolgten bei Raumtemperatur.

2.2.5.1.1 Reinigung von Hise-SUMO-Mefp-3 und Hiss-SUMO-Mgfp-3

Fur die Aufarbeitung von Hise-SUMO-Mefp-3 und Hise-SUMO-Mgfp-3 wurden 200 g der ein-
gefrorenen E. coliBL21 (DE3) pLysS Biomasse in 400 mL Resuspensionspuffer (Tabelle 2-14,
S. 38) aufgenommen und aufgetaut. Die Zellen wurden mittels Homogenisator (Ultra-Turrax®)
resuspendiert und mittels HDH (Kap. 2.2.3.2.1, S. 38) aufgeschlossen. Nach Abtrennung der
Zelltrimmer durch Zentrifugation (17700 x g, 30 min, 4 °C) wurde der RE auf eine Ni(ll)-
Sepharose-Excel-Saule (XK 26/20, CV = 39,3 mL) aufgetragen.

Die Beladung der Saule erfolgte Uber die externe sample pump mit einer Flussrate von
5 mL/min Puffer A (10 mM Tris-HCI, 100 mM NaH2PO., 300 mM NaCl; pH 8,0). Zur Abtren-
nung unspezifisch gebundener Proteine wurde 8 CV mit Puffer A und anschlieliend 7 CV mit
5 % Puffer B (10 mM Tris-HCI, 100 mM NaH2;PO., 300 mM NaCl, 750 mM Imidazol; pH 8,0)
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gewaschen. Der Durchlauf und die Waschfraktionen wurden fir die SDS-PAGE-Analyse
(Kap. 2.2.4.1, S. 39) und Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (Kap. 2.2.6.1.1,
S. 43) aufgefangen. AnschlieRend erfolgte die lineare Elution von 5 — 100 % Puffer B Uber
5 CV, gefolgt von der isokratischen Elution mit 100 % Puffer B fir 4 CV. Die eluierenden Pro-
teine wurden fraktioniert (2 mL) aufgefangen und analysiert.

Die Zielprotein-enthaltenen Elutionsfraktionen wurden vereint und zweimal gegen 1 L Puffer A
bei 4 °C fir 1 h dialysiert. Dazu wurden Dialyseschlauche mit einem MWCO von 3,5 kDa
(Spectra/Por® 7 Dialysis Membrane) verwendet. Als Mal fir die Salzkonzentration wurde die
Leitfahigkeit in der Probe vor und nach der Dialyse gemessen (GMH 3430, Greisinger GmbH).
Um potenzielle Aggregate von der Lésung zu trennen, erfolgte eine Zentrifugation flr 30 min
bei 50000 x g und 4 °C. Die Proteinkonzentration von Hiss-SUMO-Mefp-3 und Hiss-SUMO-
Mgfp-3 wurde bestimmt. Im Anschluss wurden 1,5 mL Aliquots in flissigem N2 eingefroren und
bei - 80 °C gelagert.

2.2.5.1.1.1 SUMO-Protease Verdau

Fur die weitere Proteinpraparation wurde das Fusionsprotein durch Einsatz der hochspezifi-
schen SUMO-Protease gespalten [Malakhov et al., 2004]. Dafir wurde die SUMO-Protease 1
aus Saccharomyces cerevisiae (ScUIp1) verwendet. Die ScUIp1 wurde im Rahmen der vor-
gelegten Arbeit aus E. coli Zellen nach dem in der Dissertation von Frau Dr. Thimmler etab-
lierten Protokoll [Thiimmler, 2018] gereinigt. Das Enzym wurde in einem molaren Verhaltnis
von 1:1000 eingesetzt. Der Verdau wurde im Wasserbad bei 30 °C fir 1 h inkubiert. Die Voll-
standigkeit des Verdaus wurde mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1, S. 39) ermittelt. Zum Entfer-
nen des Hiss-SUMO-Proteins und der SUMO-Protease, erfolgte ein Zentrifugationsschritt
(50000 x g, 30 min, 4 °C). Der Uberstand enthielt das SUMO-Protein und SUMO-Protease,
Mefp-3 / Mgfp-3 hingegen verblieben im Pellet. AnschlieRend wurden die Zielprotein-enthalte-
nen Pellets in 25 % Essigsdure zweimal fur 1 h bei 4 °C im Drehteller resolubilisiert. Nach
Zentrifugation wurde die Proteinkonzentration der gereinigten Zielproteine Mefp-3 und Mgfp-3
bestimmt. Danach wurden 1,5 mL Aliquots in fliissigem N» eingefroren und bei - 80 °C gela-
gert.

2.2.5.1.2 Reinigung der mikrobiellen Tyrosinase

Die mikrobielle Tyrosinase (Hise-mTyr) aus V. spinosum wurde rekombinant aus E. coli KRX
isoliert. Die Reinigung basierte auf Literaturangaben [Axambayeva et al., 2018]. 24 g einge-
frorener BFM (Kap. 2.2.3.1.1, S. 36) wurden in 50 mL Resuspensionspuffer (Tabelle 2-14,
S. 38) aufgetaut. Die Zellen wurden mittels Homogenisator (Ultra-Turrax®) resuspendiert und
anschlief’end fir eine Passage bei ~ 1375 bar im OneShot (OS Model) aufgeschlossen. Nach
Abtrennung der Zelltrimmer durch Zentrifugation (100000 x g, 30 min, 4 °C) wurde der RE auf
eine Ni(ll)-Sepharose-Excel-Saule (XK 26/20, CV = 38 mL) aufgetragen.

Die Beladung erfolgte tUber einen 150 mL-Superloop mit einer Flussrate von 5 mL/min Puffer
A (20 mM NazHPO., 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol; pH 7,5). Unspezifisch gebundene Prote-
ine wurden durch einen Waschschritt von 3,5 CV mit 5 % Puffer B (20 mM NazHPO4, 500 mM
NaCl, 1 M Imidazol; pH 7,5) von der Saule gewaschen. Anschliefiend wurde Hise-mTyr mit
Puffer B 1,6 CV Uber einen Gradienten von 5 — 100 % in 2 mL Fraktionen eluiert. Die isokrati-
sche Elution erfolgte mit 100 % Puffer B fir 2 CV. Der Durchlauf, Wasch- und Elutionsfraktio-
nen wurden mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1, S. 39) und Protein-konzentrationsbestimmung
nach Bradford (Kap. 2.2.6.1.1, S. 43) analysiert.
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Die Hiss-mTyr enthaltenen Elutionsfraktionen wurden vereint und gegen 2 L PBS (pH 7,4) bei
4 °C fir 1,5 h dialysiert (Dialyseschlauche MWCO von 15 kDa, Spectra/Por® 7 Dialysis Memb-
rane). Das Dialysat wurde fur 30 min bei 4 °C und 50000 x g zentrifugiert. Das gereinigte Ziel-
protein Hise-mTyr wurde anschlieBend mit Glycerin versetzt, final 50 % (v/v). Aliquots (1 mL)
wurden in flissigem N2 schockgefroren und bei - 80 °C gelagert.

2.2.5.1.3 Reinigung von DP1A/B

Als Puffer wurde ein Tris/Natrium-Phosphat-basierter Puffer (pH 8,0) nach Literaturangaben
fur Mfp verwendet [Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005]. In Vorversuchen zeigte die Zugabe
von NaCl zum Puffer einen positiven Effekt auf den Reinigungserfolg von DP1B. Fur die chro-
matografische Reinigung von DP1B im 1 mL Mafdstab wurden 1,5 g der eingefrorenen E. coli
BW3110 BFM in 4 mL Resuspensionspuffer (Tabelle 2-16) aufgetaut und anschlieliend mittels
One Shot (OS Model) fir eine Passage bei ~ 1375 bar aufgeschlossen. Die Abtrennung der
Zelltrimmer erfolgte durch Zentrifugation (100000 x g, 30 min, 4 °C). Der RE wurde auf eine
His-Gravity-Column (GE-Healthcare, CV = 1 mL) aufgetragen. Weitere Reinigungsschritte er-
folgten nach Herstellerangaben (GE-Healthcare). Die Elution erfolgte in drei Schritten: 500 mM
Imidazol (B1), 1 M Imidazol (B2) und 1 M Imidazol + 6 M Harnstoff (B3) (Tabelle 2-16). Die
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1, S. 39) und Western-Blot (Kap. 2.2.4.2, S.
40) analysiert und die Proteinkonzentration mittels BCA-Assay (Kap. 2.2.6.1.2, S. 43) be-
stimmt.

Die Zielprotein enthaltenen Elutionsfraktionen wurden vereint und zweimal gegen 2 L Puffer A
fur 1 h bei 4 °C dialysiert (MWCO von 25 kDa, Spectra/Por® 7 Dialysis Membrane). Um po-
tenzielle Aggregate von der Lésung zu trennen, erfolgte eine Zentrifugation (50000 x g,
30 min, 4 °C). Das gereinigte Zielprotein DP1B wurde aliquotiert (1 mL), mit flissigem N ein-
gefroren und bei - 80 °C gelagert.

Tabelle 2-16 Zusammensetzung der verwendeten Puffer zur Reinigung von DP1B mittels His-
Gravity columns

Puffer Zusammensetzung

A 10 mM Tris-HCI, 100 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl (pH 8,0)*

B1 10 mM Tris-HCI, 100 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 500 mM Imidazol (pH 8,0)

B2 10 mM Tris-HCI, 100 mM NaHzPO4, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol (pH 8,0)

B3 10 mM Tris-HCI, 100 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol, 6 M Harnstoff (pH 8,0)

* Als Resuspensionspuffer Zugabe von 20 mM Imidazol, 1 mM PMSF, 10 U/mL Benzonase und 5 mM
MgCl2

2.2.5.2 Reinigung von DP1A und DP1B mittels Inverse transition cycling (ITC)

Als Alternative zu der chromatografischen Reinigung von DP1A wurde das /nverse transition
cycling (ITC) als Reinigungsstrategie etabliert. DP1A/B enthalt als kohasiven Block ein Elastin-
ahnliches Polypeptid (ELP) bestehend aus dem sich wiederholenden Pentapeptid-Motiv
(VPGVG), [Desai und Lee, 2015; Desai et al., 2016] (Kap. 1.4.2.1, S. 20). Fur die Reinigung
von DP1A wurde das Protokoll basierend auf der Arbeit von Meyer und Chilkoti verwendet
[Meyer und Chilkoti, 1999; Meyer und Chilkoti, 2002; Meyer und Chilkoti, 2004].

Nach dem enzymatischen Aufschluss von E. coli BW3110 pJOE_DP1A (Kap. 2.2.3.2.2, S. 39)
wurde der RE (V4) unter Rihren auf 40 °C erhitzt und fir 30 min inkubiert. Diese Tempera-
turerh6hung dient der Ausbildung der intra- und intermolekularen B-Faltblatter von DP1A/B.
Anschlieend erfolgte eine Zentrifugation fir 40 min bei 40 °C und 17700 x g, wobei das Ziel-
protein im Pellet und der Hauptanteil der E. coli Proteine in Losung verbleiben. Das Pellet
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wurde dann auf Eis in einem 1/,,V (V2) Puffer mit geringerer Kaliumchlorid-Konzentration
(100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl, 250 mM KCI; pH 8,0) aufgenommen und
vorsichtig auf Eis resuspendiert. Bei der geringeren Temperatur erfolgt der strukturelle Uber-
gang zu random-coil und die DP1A/B-Proteine gehen in Lésung Uber. Andere E. coli Proteine,
die bei 40 °C ebenfalls prazipitiert sind, verbleiben hauptsachlich unléslich. Zur Abtrennung
erfolgte eine Zentrifugation (60000 x g, 30 min, 4 °C). Das cycling wurde zweimal wiederholt.
Im 2. Schritt wurde das Zielprotein enthaltene Pellet nach Inkubation und Zentrifugation bei
40 °C in %2 V2 (V3) Puffer ohne KCI (100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl; pH 8,0)
aufgenommen. Final wurde das Proteinpellet mit DP1A/B in V3 des jeweiligen Puffers zur wei-
teren Verarbeitung aufgenommen (Tabelle 2-17).

Tabelle 2-17 Finale Resuspensionspuffer zur Lagerung von DP1A/B nach Reinigung mittels ITC

Nr. Resuspensionspuffer Verwendung

1 100 mM NaHzPQO4, 10 mM Untersuchungen am nanoDSF & Messungen an der QCM
TRIS, 300 mM NaCl (pH 8,0)
2 100 mM NaCHsCOO (pH 5,5) Enzymatische Reaktion mit Hise-mTyr & Modifikation Pep-

tid-gebundener Tyr zu DOPA
3 50 mM NH4+CH3COO (pH 5,0) Edman-Sequenzierung & Lyophilisation

2.2.5.3 Gefriertrocknung (Lyophilisation)

Die in der vorgelegten Arbeit rekombinant hergestellten und aus E. coli gereinigten Designer-
Proteine wurden in flissigem Nz eingefroren. Anschlielend wurden die Proteine bis zur voll-
standigen Trocknung (Lyovac GT 2-E, Steris, Mentor, USA) lyophilisiert. Die Lyophilisate wur-
den bis zur weiteren Verwendung bei - 20 °C gelagert.

2.2.6 Analytik

2.2.6.1 Proteinkonzentrationsbestimmung

2.2.6.1.1 Bradford

Die Proteinkonzentration wurde mit dem Test nach Bradford bestimmt [Bradford, 1976]. Das
Coomassie-Farbreagenz (117 nM Coomassie-Brillantblau G-250, 5 % (v/V) EtOH und 10 %
(v/v) 85 %-ige Phosphorsaure) wurde filtriert und mit 10 % (v/v) Glycerin versetzt. Nach 24 h
konnte das Reagenz verwendet werden. Fir den Test wurden 25 uL Proteinldsung und 975 L
Coomassie-Farbreagenz fir 2 min inkubiert und anschlie3end die Extinktion bei 595 nm ge-
gen einen Blindwert ermittelt. Als Kalibrierprotein wurde BSA (0 — 0,4 mg/mL) in dem jeweili-
gen Puffer eingesetzt.

2.2.6.1.2 BCA-Assay

Neben der Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford wurde der Bicinchoninsaure
(BCA)-Assay [Brown et al., 1989; Smith et al., 1985; Wiechelman et al., 1988] fur die Designer-
Proteine verwendet. Die erforderlichen Losungen und Puffer sind in Tabelle 2-18 aufgelistet.
Fir den Test wurden 50 uL Proteinlésung und 1 mL Reagenz C fir 10 min bei 65 °C inkubiert,
auf Eis abgekuhlt und fir 3 min bei RT gelagert. AnschlielRend wurde die Extinktion bei 562 nm
gegen einen Blindwert ermittelt. Als Kalibrierprotein wurde BSA (0 — 0,5 mg/mL) in dem jewei-
ligen Puffer eingesetzt.
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Tabelle 2-18 Zusammensetzung der Reagenzien fiir den BCA-Assay

Komponente Zusammensetzung Zusatzinformation

Reagenz A 1 g/L BCA pH 11,25
20 g/L Na2COs x H20
1,6 g/L Natriumtartrat — Dihydrat
4 g/L NaOH
9,5 g/L NaHCO3
Reagenz B 40 g/L CuSO4 x 5 H20
Reagenz C 100 % (v/v) Reagenz A Vor Verwendung frisch herstellen
2 % (v/v) Reagenz B

2.2.6.1.3 Absorption bei 280 nm

Basierend auf den Extinktionskoeffizienten der einzelnen Proteine erfolgte die Bestimmung
der Konzentration der gereinigten Proteine (auf’er DP1A/B und DP2) lber die Absorption bei
280 nm. Die Extinktionskoeffizienten wurden anhand der Aminosauresequenz mit dem Open
Source Programm von ExPASYy ,ProtParam® berechnet (Tabelle 2-19) [Gasteiger et al., 2005].
Die Berechnung der Konzentration erfolgte nach Messung der Absorption bei 280 nm mittels
Photometer (NanoDrop).

Tabelle 2-19: Berechnete Extinktionskoeffizienten und Molekulargewichte fiir die einzelnen Pro-
teine (ExPASy ,,ProtParam®)

Protein Extinktionskoeffizient (M- cm™) Molekulargewicht (kDa)
Hise-SUMO-Mefp-3 32890 19,2
Mefp-3 31400 5,83
Hise-SUMO-Mgfp-3 32890 18,99
Mgfp-3 31400 5,59
SUMO-Protease 31525 28,99
Hise-mTyr 80900 37,5

2.2.6.2 Ermittlung des Temperaturiilbergangs mittels nanoDSF

Die Analyse des reversiblen Temperaturiibergangs von DP1A/B und DP2 erfolgte mittels na-
noDSF (differential scanning fluorimetry). Dabei wird die Verschiebung der intrinsischen Trp-
und Tyr-Fluoreszenz beim Entfalten durch Erfassen der Fluoreszenz bei einer Emissionswel-
lenlange von 330 und 350 nm gemessen. Die mathematische Grundlage bildet die Freie Ent-
halpie (friher auch als Gibbs-Energie bezeichnet, engl. Free Gibbs energy). Die freie Gibbs-
Energie (AG) in der Proteinentfaltung ist ein thermodynamisches Mal} fir die Wahrscheinlich-
keit, dass ein Faltungsereignis eintreten kann. AG setzt die Proteinfaltung auch in Beziehung
zu Anderungen der Enthalpie (AH) und der Entropie (AS) in Abhangigkeit von der Temperatur
(T). Es gilt bei reversiblen Zustandsanderungen:

AG (T,) = AH (T,) — TAS (T,) = 0 (G, 2-2)

Bei den Berechnungen zur thermodynamischen Stabilitat eines Proteins werden immer Gleich-
gewichtszustande betrachtet. Die thermodynamische Stabilitat beschreibt die Energiedifferenz
zwischen dem Protein im nativen (gefalteten) und denaturierten (entfalteten) Zustand. Fur die
Auswertung der Ubergénge wird von einem Zweizustandsmodell (engl. Two state transition
model) ausgegangen [Tanford, 1968]. Die spezifische Ubergangstemperatur (T, bei dem die
Halfte des Proteins strukturiert und die andere Halfte entfaltet vorliegt) kann am Wendepunkt
der sigmoidalen Kurve abgelesen werden. Proteine mit einer hdheren T: sind stabiler, da ein
grolierer Energieeintrag erforderlich ist, um den Entfaltungstibergang zu erreichen.
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Im Rahmen dieser vorliegenden Arbeit werden keine klassischen Faltungstibergange betrach-
tet. Es handelt sich vielmehr um Zustandsanderungen der analysierten Proteine (Kap. 3.3.1,
S. 91). Demnach bleibt die zugrundeliegende mathematische Betrachtung die gleiche. T; be-
schreibt hier die Temperatur, bei der die Zielproteine in gleichen Anteilen in den jeweils einen
oder anderen Zustand vorliegen. Zur Bestimmung der Ubergangstemperaturen mittels nano-
DSF kann entweder die Fluoreszenzanderung beider Wellenlangen verwendet werden oder
das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten (Fsso/Fs30) aufgetragen werden. Der Wendepunkt
bildet nach 1. Ableitung des Temperaturibergangs das Maximum oder Minimum (T;) ab. Die
Messung ist unabhangig von der Pufferzusammensetzung und T: kann Uber einen Konzentra-
tionsbereich von 250 mg/mL bis zu 5 ug/mL analysiert werden.

Die Experimente wurden am nanoDSF-Gerat der Firma NanoTemper Technologies GmbH
(Prometheus NT.48) durchgeflhrt. Untersucht wurde sowohl die Heiz- als auch die Abkuhl-
phase im Temperaturbereich von 15 — 95 °C mit einer Temperaturrampe von 1 °C/min. Fir die
Messungen wurde je nach Probenbeschaffenheit eine Anregungsintensitat des Lasers von 45
— 100 % gewahlt. 10 uL der Probe wurden in einer Kapillare (Prometheus NT.48 Series nano-
DSF Grade Standard Capillaries) aufgenommen, in den vortemperierten Probenhalter einge-
setzt und als technisches Triplikat (n = 3) parallel gemessen. Fir die Analyse wurden je nach
DP verschiedene Puffer verwendet (Tabelle 2-20). Die Auswertung erfolgte mit der Software
,PR.ThermControl“ (NanoTemper Technologies).

Tabelle 2-20 Pufferzusammensetzung der mittels nanoDSF untersuchten Proteine

Protein Puffer / Losung

Mfp-3 5 % Essigsaure

DP1A/B 100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl; pH 8,0
DP2 10 mM NaH2PO4, 200 mM NaCl; pH 8,0

2.2.6.3 Messung der dynamischen Lichtstreuung

Die Untersuchungen zur dynamischen Lichtstreuung (DLS) zur Bestimmung der Partikelgrofie
und des Zetapotenzials der DP1A-Variante erfolgten am Malvern Instruments Zetasizer Nano
ZS (Malvern Panalytical GmbH, Deutschland). Die Messungen wurden in der Abteilung Phar-
mazeutische Technologie (Prof. Mader, MLU Halle) in Zusammenarbeit mit Eike Busmann
durchgefuhrt. Flir die Analyse wurde das Protein in verschiedenen Konzentrationen unter-
sucht: 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,4 mg/mL. Die Proteine lagen in 10-fach verdiinnten Basispuf-
fer (1 mM Tris-HCI, 10 mM NaH-PO,, 30 mM NacCl; pH 8.0) vor, um die Ausbildung der Agglo-
merate besser verfolgen zu kdénnen. Die Pufferlésungen wurden vor der Analyse filtriert (0,2
pm Sterilfilter). Die Messungen erfolgten jeweils in Dreifachbestimmung bei einem Messwinkel
von 173 ° (Backscatter) mit 15 Durchlaufen (runs) pro Messung bei 25 °C.

2.2.6.4 Analyse der Hise-mTyr Aktivitat

2.2.6.4.1 Kontinuierlicher photometrischer Aktivitétstest

Basierend auf der Publikation von [Duckworth und Coleman, 1970] zur Bestimmung der spe-
zifischen Tyrosinaseaktivitat, wurde die Methode flir die kommerzielle Pilz-Tyrosinase von
Sigma modifiziert. Dieser Assay wurde zur Bestimmung der Aktivitat durch Messung der Ab-
sorptionsanderung bei 280 nm verwendet. Als Substrat wurde Tyr eingesetzt, welches durch
Hiss-mTyr zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) umgewandelt wird. Durch die Hydroxylie-
rung nimmt die Absorption bei 280 nm zu. Ublicherweise wird die kommerziell erhaltliche Pilz-
Tyrosinase aus Agaricus bisporus von Sigma verwendet (Kap. 1.4.1.1.3, S. 17) und wurde
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daher zum Vergleich analysiert. Entgegen der allgemeinen Definition einer Unit fliir Enzymak-
tivitat, wurde in diesem Assay von Sigma eine andere Definition festgelegt. Dabei flihrt eine
Unit zu einem Anstieg bei Az von 0,001 pro Minute bei pH 6,5 und 25 °C in einem 3 mL-
Reaktionsgemisch mit L-Tyr.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Bedingungen wie folgt angepasst: T = 37 °C, VReaktion =
2,44 mL. Vor der Reaktion wurden die Komponenten fir 5 min bei 37 °C inkubiert. In einer
Quarzkuvette (d = 10 mm) wurden temperiertes Tyr, Puffer, dH.O und CuSO4gemaR Tabelle
2-21 vorgelegt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Tyrosinase gestartet und die Absorption
bei 280 nm kontinuierlich am NanoDrop unter Riihren bei 37 °C fiir 4 min verfolgt. Als Referenz
diente ein Reaktionsansatz ohne Enzym.

Tyrosinase Tyrosinase
(monophenolase) (diphenolase)
COOH HO COOH 0 COOH
—
HO HO 0]
L-tyrosine L-DOPA L-dopaquinone

Abb. 2-1 Umwandlung von L-Tyrosin in L-DOPA und L-Dopachinon, katalysiert durch Tyrosinase
[Agunbiade und Roes-Hill, 2022].

Tabelle 2-21 Pipettierschema fiir die enzymatische Reaktion

Komponente Stammlésung Volumen finale Konzentration
Puffer (KH2POg4; pH 6,5) 50 mM 852 pL 17,5 mM
Enzym Variabel
Hise-mTyr 4,48 pL 0,61 pg/mL
Pilz-Tyrosinase (Sigma) 21,8 uL 6,82 ug/mL
CuSOq4 1,63 mM 3L 2uM
Tyrosin 1mM 834 pL 0,34 mM
dH20 - Variabel -
Total 2440 yL

2.2.6.4.2 In vitro Modifikation der Designer-Proteine

Die Modifikationsreaktion der Proteine erfolgte in Reaktionspuffer (100 mM Na-acetat, 25 mM
Ascorbinsaure, 20 mM Na-Borat, 2 uM CuSOs; pH 5,5) fir 5 h bei 25 °C im Wasserbad. Im
Ansatz wurden folgende Konzentrationen an Zielprotein eingesetzt: 0,3 mg/mL (Mfp-3) und
0,9 mg/mL (DP1A/B, DP2). In einer Studie zur Adhasion von Mefp-5 an Mica wurde flr modi-
fiziertes Mefp-5 gezeigt, dass bei pH 7 — 8 die Komplexierung mit Borat Peptid-gebundenes
DOPA vor weiterer Oxidation schitzt. Die Adhasion von boratgeschutztem Mefp-5 war fir pH
3 als auch fir pH 8 vergleichbar [Kan et al., 2014]. Aus diesem Grund erfolgte in der vorlie-
genden Arbeit fir alle in vitro Modifikationen der DP die Zugabe von final 20 mM Na-Borat im
Reaktionsansatz. Die enzymatische Reaktion wurde mit 50 ug/mL Hiss-mTyr gestartet und
nach 5 h beendet. Zur Gewahrleistung einer ausreichenden Sauerstoffversorgung wurden die
Reaktionsgefale nicht verschlossen und der Reaktionsansatz jede Stunde durch Pipettieren
gemischt. Fur die SDS-PAGE-Analyse und den Nachweis von DOPA durch NBT-Farbung
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(Nitroblautetrazoliumchlorid) (Kap. 2.2.6.4.2, S. 46) erfolgte die Probenentnahme jeweils vor
und nach der Reaktion.

2.2.6.4.3 Qualitativer Nachweis von DOPA mittels NBT-Farbung

Die NBT-Farbung (Nitroblautetrazoliumchlorid) ist eine qualitative Analysemethode zum spe-
zifischen Nachweis von Chionen. Chinone katalysieren bei basischem pH-Wert einen Redox-
Zyklus mit Gly als Reduktionsmittel [Paz et al., 1991]. Dabei wird ein Superoxid gebildet, wel-
ches in Gegenwart von NBT und molekularem Sauerstoff Tetrazolium zu Formazan reduziert
(Abb. 2-2). Die Reaktion kann optisch durch einen Farbumschlag von gelb zu violett verfolgt
werden. Diese Eigenschaft der Chinonoidverbindungen wird flr die gezielte Farbung von Chi-
non-haltigen Proteinen (z.B. DOPA-enthaltende Proteine) genutzt.

Oy 07 “ouy” Ooyr 07 “oay
; ; ; ;N/H
’ Q +40,7 + 2H — ' N N +402
Nitroblautetrazoliumchlorid Formazan
Loslich (gelb) Unldslich (violett)

Abb. 2-2: Reaktionsmechanismus von NBT mit Superoxid zur Bildung von NBT-Formazan und
zweiatomigem Sauerstoff modifiziert nach [Bakr und Rahaman, 2016]

Fir die NBT-Farbung wurden 2 — 5 uL Probe auf eine Nitrozellulosemembran pipettiert oder
die zu analysierenden Proteine wurden nach SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1, S. 39) auf die Nitro-
zellulosemembran mittels Western-Blot (Kap. 2.2.4.2, S. 40) transferiert. Die Membran wurde
anschlief3end flir 45 min in einer NBT/Glycinat-Lésung (0,6 mg/mL NBT in 2 M Kaliumglycinat-
Puffer; pH 10) unter Lichtausschluss inkubiert. Die gefarbte Nitrozellulosemembran wurde
nacheinander zweimal mit Natriumborat-Losung (0,16 M Natriumtetraborat Decahydrat) ge-
waschen und fir ~ 16 h in der Natriumborat-Lésung inkubiert. Final wurde die Membran mit
dH>O gewaschen, getrocknet und zum Digitalisieren des Ergebnisses eingescannt.

2.2.6.4.4 Bestimmung der Hydroxylierungen mittels Massenspektrometrischer Analyse

Die Massenspektrometrischen Analysen wurden hauptsachlich am Fraunhofer-Institut fir Zell-
therapie und Immunologie (I1ZI) mit Dr. Marcel Naumann durchgefiihrt und analysiert. Zu Be-
ginn wurden die Proteinproben vor der MALDI-TOF/TOF Analyse durch Flissigchromatografie
gereinigt (Kap. 8.1.2.1.1.1, S. 168). Proteinhaltige Fraktionen wurden auf einem MALDI-
Probentrager mit den MALDI-Matrices S-DHB (Mischung aus 2,5-Dihydroxy-benzoesaure und
2-Hydroxy-5-Methoxybenzoesaure) und DHAP (2,5-Dihydroxyaceto-phenon) kokristallisiert
(Tabelle 8-3, S.169). Die Massenspektren wurden an einem MALDI-TOF/TOF-
Massenspektrometer (Autoflex Speed, Bruker Daltonics) mit positiver Polaritat sowohl im line-
aren Modus (Molmassenbestimmung) als auch im Reflektormodus (ISD- und T3-Analyse) auf-
genommen (Kap. 8.1.2.1.1.2, S. 169). Die Bestimmung der Molekilmassen basierte auf den
Masse-Ladungs-Verhaltnissen (m/z) von einfach und mehrfach geladenen Molekilionen, die
in den erfassten Massenspektren beobachtet wurden. Der jeweilige Mittelwert wurde zum Ver-
gleich mit den theoretischen Molekilmassen der Designer-Proteine verwendet, die anhand
der Aminosauresequenzen im Open Source Tool .PeptideMass*
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(https://web.expasy.org/peptide_mass/) berechnet wurden. (Kap. 8.1.2.1.1.2.2, S. 170). Die
Sequenzverifikation der Proteintermini erforderte den Einsatz einer speziellen Technik der
Massenspektrometrie, die als In-Source-Decay (ISD) bezeichnet wird (Kap. 8.1.2.1.1.2.4,
S. 170). Die detaillierte Beschreibung der Messmethodik ist dem Anhang (Kap. 8.1.2.1,
S. 168) zu entnehmen.

2.2.6.5 Edman-Sequenzierung

Zur Bestimmung der N-terminalen Sequenz der DP1A-Variante wurde durch einen externen
Dienstleister (Proteome Factory AG, Berlin) eine N-terminale Proteinsequenzierung der ersten
funf Aminosauren nach Edman durchgefihrt (n = 4). Die Messung erfolgte an einem Applied
Biosystems Model 494 Procise Edman Sequencer mit online ABI Model 140C PTH Amino Acid
Analyser.

2.2.7 Materialwissenschaftliche Untersuchungen

2.2.7.1 Untersuchungen zur Proteinadsorption (QCM-D Messungen)

Die Quarzkristallmikrowaage mit Bestimmung des Dissipationsfaktors (QCM-D, englisch
Quartz Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring) ist ein Messverfahren, mit der
kleinste Massenanderungen in Echtzeit bis in den Nanogramm-Bereich (ng/cm?) detektiert
werden konnen [Rodahl et al., 1997]. Die Technik basiert auf der prazisen Oszillation der
Quarzsensoren (piezoelektrischer Effekt) bei ihrer Resonanzfrequenz (fo), wenn eine externe
Wechselspannung (Sinuswelle) angelegt wird. Dieses stabile Schwingungsverhalten des
Quarzes kann zur Detektion von Adsorptions- und Desorptionsprozessen an Sensoroberfla-
chen z.B. von Proteinen (elektrostatische Anziehungskrafte zwischen entgegengesetzten La-
dungen, Van-der-Waals-Krafte, H-Briickenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen)
genutzt werden [H66k et al., 2001]. Die Massenanderung (Am) an der Sensoroberflache oder
die Benetzung wird als Anderung der Frequenz erfasst (Af). Dariiber hinaus liefert die Ande-
rung der Energiedissipation aus dem System (AD) beim Abschalten der Stromversorgung In-
formationen Uber die viskoelastischen Eigenschaften der Probe [Edvardsson et al., 2005]. Da-
bei sind weiche, hoch viskoelastische Molekile in der Lage, das Ausschwingverhalten des
Quarzes starker zu beeinflussen als starre kleine Molekiile, welche durch die Interaktion mit
der Umgebung z. B. durch Reibung nur eine geringe Energieddmpfung verursachen.

Der Zusammenhang zwischen der messbaren Frequenzénderung und der Massenanderung
an der Sensoroberflache wurde erstmals 1959 von Gunther Sauerbrey beschrieben
[Sauerbrey, 1959]. Die aus dieser Arbeit entwickelte Gleichung, die sogenannte Sauerbrey-
Gleichung (Gl. 2) beschreibt die proportionale Massebeladung des Quarzes zur Frequenzan-
derung in Abhangigkeit der Sauerbrey-Konstante.

Am = Massenanderung, Faktor Cacw = Sauerbrey-Konstante (17,7 ng/cm? - Hz' bei einer Grundfre-
quenz von fo = 5 MHz), Af, = Anderung der Resonanzfrequenz

Zur Untersuchung des Adsorptionsverhaltens von Muschelful3proteinen wurde die QCM be-
reits haufig eingesetzt [HO0k et al., 2001; Hwang et al., 2005; Hwang et al., 2007; Hwang et
al., 2004; Kim et al., 2018]. Fir das MuschelfuBprotein 5 aus Mytilus galloprovincialis wurden
beispielsweise Frequenzanderung von ca. 20 Hz (unmodifiziert, Mgfp-5) bis ca. 40 Hz
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(modifiziert, Mgfp-5p0ra) mit Gold-beschichteten Quarzsensoren bestimmt. Ein Vorteil dieser
Methode ist die geringe Probenmenge, die fir die Messung bendtigt wird [Marx, 2003].

Die Untersuchungen zur Adsorption wurden mit dem qCell T System (3T Analytik GmbH, Tutt-
lingen, Deutschland) durchgefuihrt. Bei allen Messungen wurden piezoelektrische AT-
geschnittene Quarzkristallsensoren verwendet, welche mit einer 100 nm Schicht aus Ti-Au-Ti-
SiO; (Siliziumdioxid-Sensoren, SiO2) beschichtet waren. Die Rauigkeit der Sensoroberflachen
betrug 0,9 + 0,2 nm. Die Anregung des Schwingquarzes erfolgte mittels der goldbeschichteten
Kontaktflache auf der Kristallunterseite, die fiir die Datentibermittlung der Frequenz- und Dis-
sipationswerte verantwortlich ist. Die Grundfrequenz (Resonanzfrequenz) des QCM-D Sys-
tems betrug durchschnittlich 10 MHz. Die Datenaufnahme erfolgte mittels der Software qCell
T 1.9 (3T Analytik GmbH, Tuttlingen, Deutschland) und die Auswertung der Messdaten mittels
der geratespezifischen Software qGraph Viewer 1.9.

Tabelle 2-22 Aufbau der QCM-D Messmethodik zur Proteinadsorption an einer SiO.-Oberflache.

Auswahl der Messparameter erfolgte nach [Petrone et al., 2015] und wurden fiir das qCell T 1.9
System angepasst.

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Schritte mit einer Flussrate von 60 uL/min bei 25 °C durch-
gefuhrt. Die Zeitangaben in Klammern reprasentieren die Haltephasen nach jedem Schritt ohne Fluss.

Probe Stamml6ésung Aquilibrie-  Vorkonditionie- Protein- Wasch-
rung mit rung mit 5 % Appli- schritt mit
PBS HAc kation PBS
Mefp-3 0,1 mg/mL in 5 % HAc 3 min 8,5 min 10 min 10 min
Mod. Mefp-3 (2 min) (2 min) (3 min) (3 min)
Mgfp-3 0,1 mg/mL in 25 % HAc 3 min 8,5 min 10 min 10 min
Mod. Mgfp-3 (2 min) (2 min) (3 min) (3 min)
DP1A-Variante 0,1 mg/mL in 3 min - 10 min 10 min
Mod. DP1A- Basispuffer (2 min) (3 min) (3 min)
Variante
DP2 0,1 mg/mL 10 mM 3 min - 10 min 10 min
Mod. DP2 NaH2POs, 200 mM NaCl (2 min) (3 min) (3 min)
(pH 8,0)
BSA (neg. Kon- 1 mg/mL in PBS 3 min - 10 min 10 min
trolle) (2 min) (3 min) (3 min)
MAPTrix™ ECM 0,1 mg/mL in 5 % HAc 3 min - 10 min 10 min
(pos. Kontrolle) (2 min) (3 min) (3 min)

HAc — Essigsaure, Basispuffer (100 mM NaH2PQO4, 10 mM TRIS, 300 mM NacCl; pH 8,0)

Zunachst wurden die Quarzsensoren mit 70 % EtOH und ddH20 gespdlt, und vor Einsetzen in
die Messkammer mit Stickstoff getrocknet. Die Proteinproben wurden vor Beginn der Messung
auf Eis aufgetaut, 10 min bei 4 °C und 12000 x g zentrifugiert und vom Uberstand die Protein-
konzentration (Kapitel 2.2.6.1.2 und 2.2.6.1.3) bestimmt. Fir die Versuche wurde eine Stamm-
I6sung von 0,1 mg/mL (wenn nicht anders angegeben) hergestellt. Nach dem Einspannen der
Sensoren in die Durchflusszelle erfolgte die Aquilibrierung mit PBS bei 25 °C fiir ca. 10 min
und einer Flussrate von 120 yL/min bis zum Erreichen einer konstanten Basislinie der Fre-
quenzanderung. Die Messmethode fir die Proteinadsorption der verschiedenen Proteine ist in
Tabelle 2-22 zusammengefasst. Alle Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt (n =
3).

Die Reinigung der SiO,-Sensoren erfolgte nach Literaturangaben [Penfold et al., 2002; Vig,
1985]. Anstelle von UV/Ozon wurden die Quarzsensoren mittels Sauerstoffplasma zweimal
30 s bei 1 Pa Oz und 150 W (Fraunhofer IMWS) behandelt. Die Sensoren wurden anschlie-
Rend fir 30 min in einer 2-%igen (w/v) SDS-Lésung bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert
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und anschliefend intensiv mit ddH,O gespllt. Final wurden die Quarzsensoren mit Stickstoff
getrocknet.

2.2.7.2 Zug-Scher-Versuche

Die Bestimmung der Zug-Scher-Eigenschaften der Designer-Proteine (DP) erfolgte an einer
Zwick Universalprifmaschine (Klasse 1) des Typs ProLine Z020 (Zwick GmbH & Co. KG, UIm)
mit einer Maximalkraft von 10 kN. Die Prifung wurde angelehnt an die Norm DIN EN 1465
[DIN, 2009] sowie die EN ISO 291 [CEN, 2008]. Dafiir wurden Micaplatten (25 x 75 mm, Sci-
ence Services GmbH, Miinchen) mit einer Uberlappungsflaiche (Klebeflache) von
12,5 mm x 25 mm verwendet. Im Zuge der Probenvorbereitung wurden die Micaplatten mit
70 % EtOH bei RT gesaubert. Zur Proteinapplikation wurden 20 £ 0,5 mg pro Protein (DP,
BSA) mit 40 yL 50 mM NaAc (pH 5.0) auf dem Fugeteil homogenisiert. Anschliel’end wurde
das zweite Flgeteil aufgebracht und leicht angepresst (Tabelle 2-23). Als Positivkontrolle
wurde ein synthetischer PVA — basierter Mehrzweckkleber ,Elmers Glue* (Elmer's Products,
Westerville, USA) [Down, 2015] verwendet, der in der Literatur standardmaRig verwendet wird
[Cha et al., 2009; Jenkins et al., 2017]. Jeweils 50 pyL (J 19 mg) mit einer durchschnittlichen
Trockenmasse von ca. 38 % (Kap. 8.2, Tabelle 8-10, S. 192) wurden mit einer Verdrangungs-
pipette auf eines der Flgeteile aufgetragen, homogen verteilt und mit dem zweiten Flgeteil
verklebt. Die Konditionierung der Probenstreifen erfolgte nach dem in Tabelle 2-23 aufgeflhr-
ten Schema und orientierte sich an der in EN ISO 291 festgelegten Labor-Normalklimate
[Standardization, 1998].

Tabelle 2-23 Konditionierungsbedingungen der Priifkorper zur Testung der Zug-Scher-Eigen-
schaften

Schritt Bedingung (°C / %) Dauer (h) Details
I 23+2/50%5 1+£0,25 Zuvor 30 s Handpressen bei RT
Il 50/ 25 88 Inkubation in Klimaschrank (ICH110, Memmert)

unter konstantem Druck von 20 kPa durch ge-
normte Gewichte (m = 636,46 g) auf Uberlap-
pungsflache

11 23+2/50+5 1 Ohne Gewichte

Die verklebten Micaplatten wurden symmetrisch in den Einspannklemmen fixiert und die Ein-
spannlange wurde so eingestellt, dass sich jede Einspannklemme in einem Abstand von
40 + 1 mm von der nachstgelegenen Kante der Uberlappung befand. Der Zugversuch wurde
bei RT durchgefihrt und die Prufgeschwindigkeit betrug 2 mm/min. Die Aufzeichnung der cha-
rakteristischen Spannungs-Dehnungs-Kurven erfolgte bis zum Bruch der Probe und die Pri-
fung wurde beendet. Jede Probenart wurde je nach Versuch drei- bis fiinfmal durchgefihrt (n
> 3). Zur Steuerung, Datenerfassung und Auswertung der Messdaten wurde die geratespezi-
fische Software ,TestXpert |I“ verwendet. Die Zug-Scher-Festigkeit oder Bruchspannung wird
dabei durch Division der Bruchkraft (in N) durch die Klebeflache (in mm?) berechnet (s. Gl. 3).
Die Zug-Scher-Festigkeit wird in MPa (MPa = 1 N/mm?) bzw. in kPa (bei feuchten Proben)
angegeben.

F
o= - (Gl. 2-4)

0 — Zug-Scher-Festigkeit, F — Bruchkraft, A — Querschnittsflache der Probe
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3 Ergebnisse

3.1 MuschelfuBprotein-3-basierte Fusions-Bibliothek

In der vorliegenden Arbeit wurde das Muschelfu3protein-3 (Mfp-3) als adhasiver Protein-Block
fur das Design der neuartigen Bindeproteine untersucht (Kap. 1.4.1, S. 11). Aus diesem Grund
lag das Design der Proteine in einer Mfp-3-basierten Fusions-Bibliothek im Fokus. Das Design
der untersuchten Proteine ist in Abb. 3-1 schematisch dargestellt. Eine detaillierte Ubersicht
zum modularen Aufbau der Designer-Proteine der Mfp-3-basierten Fusions-Bibliothek ist in
Tabelle 3-1 gezeigt.

[Ty . . Hisﬁ- - *
Adhisive Einzelblécke | sumo-ag || M3
Hisg- *
SUMO-tag || M9fP-3
y 4
§ * *
DP1A su':,:gﬁ_'tag " Mefp-3 || (GGGGS), (VPGVG)ys (e6cas), || merp3 | | [ +/- DOPA
Modifikation”
DP1B Hisg- * *
SUMGag || Mo || (GGGGS), (VPGVG);s (GGGGS), || mafp-3
DP2 & *
TE (IF2) GGGGS Mefp-3 c-myc-tag

Abb. 3-1 Modularer Aufbau der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Designer-Proteine (DP)

Die Designer-Proteine (DP) der Muschelfullprotein-3-basierten Fusions-Bibliothek bestehen aus vier
Protein-Blocken des in Kap. 1.3 (S. 9) vorgestellten Baukastensystems: tag-Sequenzen (orange), Lin-
ker-Sequenzen (weilR), adhasive Blocke (griin) und kohasive Blocke (blau). Neben den DP, die eine
Kombination aus kohasiven und adhasiven Protein-Blocken enthalten, wurden ebenfalls Mfp-3 Einzel-
blocke in einer Hise-SUMO-Fusion designt. Die DP1-Proteine enthalten ELP-Sequenzen und das DP2-
Protein TE als kohasive Einheit. SUMO — engl. Small Ubiquitin-related MOdifier, Mefp-3 — Muschelful3-
protein-3 aus M. edulis, Mgfp-3 — Muschelful3protein-3 aus M. galloprovincialis, (VPGVG)7s — ELP-
Sequenz, ELP — Elastin-dhnliche Polypeptide, TE (IF2) — Tropoelastin, Isoform 2. Alle Proteine wurden
nach Produktion und Reinigung in der vorliegenden Arbeit mittels mikrobieller Tyrosinase modifiziert.
Dabei werden Peptid-gebundene Tyrosine zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) hydroxyliert (mit *
markiert).

Tabelle 3-1 Ubersicht des modularen Aufbaus der Designer-Proteine in der Mfp-3-basierten Fu-
sionsbibliothek.

SUMO - engl. Small Ubiquitin-related MOdifier, Mefp-3 — Muschelfullprotein-3 aus M. edulis, Mgfp-3 —
MuschelfuBprotein-3 aus M. galloprovincialis, (VPGVG)7s = ELP — Elastin-ahnliches Polypeptid, TE
(IF2) — Tropoelastin, Isoform 2, MW — Molekulargewicht.

Pro- Protein-Blocke (N > C-terminal) MW

tein 1 2 3 4 5 6 (kDa)

Mefp-3 | Hise- Mefp-3 - - - - 19,2
SUMO

Mgfp-3 | Hise- Mgfp-3 - - - - 19,0
SUMO

DP1-Proteine

DP1A | Hise- Mefp-3  (GGGGS); VPGVG (GGGGS); Mefp- 57,9
SUMO 75 3
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DP1B Hise- Mgfp-3 (GGGGS); VPGVG (GGGGS); Mgfp- 57,4
SUMO 75 3

DP2-Protein

DP2 ‘ TE (IF2) GGGGS Mefp-3 c-myc - - 67,3

3.1.1.1 Adhasive Einzelblocke

Fur die materialwissenschaftlichen Analysen sollten vergleichend zu den Designer-Proteinen
(DP), die eine Kombination aus adhasiven und kohasiven Protein-Blocken enthalten, die ad-
hasiven Einzelblocke untersucht werden. Aus diesem Grund wurden die Muschelfu3proteine-
3 aus Mytilus edulis (Mefp-3) und Mytilus galloprovincialis (Mgfp-3) als Einzeldomanen ausge-
wahlt. Die Mfp-3 wurden als Hise-SUMO-Fusionsproteine designt (Abb. 3-1, S. 51). Die Kom-
bination mit dem N-terminalen Hexahistidin-tag ermdglicht eine klassische Reinigung der Fu-
sionskonstrukte Uber Affinitatschromatografie. Die Ergebnisse sind in Kap. 3.3.2 (S. 96) ge-
zeigt.

3.1.1.2 DP1-Proteine

Die Proteine mit der Bezeichnung DP1 enthalten die Blocke Mfp-3 (adhéasiv) und ELP (koha-
siv). Dabei wurde in DP1A die Sequenz flr Mefp-3 und in DP1B fir Mgfp-3 eingebaut (Abb.
3-1; Tabelle 3-1, S. 51). Als zentraler Protein-Block in DP1A/B wurde ein ELP basierend auf
der Arbeit von [Desai et al., 2016] gewahlt. Das 75-fache Pentapeptid-Repeat besteht aus
VPGVG. Desai und Kollegen konnten fiir dieses Polypeptid eine spezifische Ubergangstem-
peratur (T:) bei 32 °C zeigen. Diese Eigenschaft soll in den DP1-Proteinen genutzt werden,
um die kohasiven Krafte zu gewahrleisten.

Die ELP-Sequenz wird von den Mfp-3-Blécken flankiert, um diese im Klebeprozess zu expo-
nieren und so eine grofRere Klebeflache abzudecken. In der Primarstruktur werden die Mfp-3-
Blécke durch einen flexiblen Linker GGGGS, vom ELP-Block getrennt (Kap. 1.4.2.1, S. 20).
Zur Gewabhrleistung der temperaturinduzierten strukturellen Veranderungen im ELP-Teil
wurde hier ein 3-fach Linker (n = 3) verwendet. Die DP1-Proteine wurden als Hiss-SUMO-
Fusionsproteine designt, um die Proteine sowohl in der Produktion als auch in der Aufarbei-
tung mit den adhasiven Einzeldomanen vergleichen zu kénnen. Die Ergebnisse sind Kap.
3.2.3 (S. 67) zu entnehmen.

3.1.1.3 DP2-Proteine

Das DP2-Protein enthalt Tropoelastin (TE, Isoform-2) als kohasiven Block (Abb. 3-1; Tabelle
3-1, S. 51). TE zeigt ahnliche Eigenschaften wie ELP. Durch die intra- und intermolekularen
Wechselwirkungen der Polypeptidketten entsteht eine hohe Stabilitdt und Zugfestigkeit und
eignet sich somit als kohasive Einheit (Kap. 1.4.2.1; S. 20). DP2 enthalt N-terminal die TE-
Sequenz (kohasiv), gefolgt von einem flexiblen Linker (GGGGS)1 und einem Mefp-3-Block (ad-
hasiv). Aufgrund der Informationen zum Koazervationsverhalten von TE durch Temperaturer-
héhung [Vrhovski und Weiss, 1998] und der bekannten unstrukturierten Bereiche in der Po-
lypeptidkette [Tarakanova et al., 2018; Tarakanova et al., 2019], war ein kurzer GGGGSy-Lin-
ker (n = 1) ausreichend. C-terminal ist ein c-myc-tag zur Detektion wahrend der Produktion
und Reinigung mittels Western-Blot eingebaut. Die Ergebnisse zur Proteinexpression in E. coli
sind in Kap. 3.2.4.1.1 (S. 84) gezeigt.
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3.2 Heterologe Proteinproduktion inklusive Aufarbeitung

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse zur heterologen Produktion der in der vor-
liegenden Arbeit untersuchten Designer-Proteine (DP) in E. coli vorgestellt. Zu jedem Protein
werden nachfolgend die rekombinante Produktion im Schittelkolbenmalstab (SK) und/oder
Bioreaktormalistab, die Reinigung der Biomasse, sowie die Funktionalisierung mit der in
Kap. 3.2.1 (S. 53) hergestellten mikrobiellen Tyrosinase (Hiss-mTyr) gezeigt. Im Anschluss an
die in vitro Modifikation mit Hiss-mTyr wurde der Erfolg der Reaktion mit zwei unterschiedlichen
Methoden Uberpriift: dem qualitativen Nachweis mittels NBT-Farbung (Kap. 2.2.6.4.2, S. 46)
und der quantitativen Bestimmung der Hydroxylierungen innerhalb der Proteine mittels MALDI-
TOF/TOF-MS (Kap. 2.2.6.4.4, S. 47).

3.2.1 Mikrobielle Tyrosinase als Werkzeug-Enzym zur Modifikation
der Designer-Proteine

Zur Funktionalisierung der DP fir die spezifische Anwendung auf SiO, — Oberflachen ist eine
in vitro Modifikation zum Einbau von DOPA notwendig. Wie in Kapitel 1.4.1.1.3 (S. 17) erlau-
tert, ist mTyr eine vielversprechende Alternative zur Pilz-Tyrosinase aus A. bisporus, die Uber-
wiegend in der Literatur zur Hydroxylierung von Tyr zu DOPA in MuschelfuR-basierten Pepti-
den oder Proteinen verwendet wird. Die Tyrosinase, die fir die Hydroxylierung von Tyrosin-
resten in den Proteinen verwendet wurde, stammte aus V. spinosum (Kap. 2.1.5, S. 28).

3.2.1.1 Heterologe Produktion in E. coli

Das Gendesign erfolgte basierend auf Literaturangaben [Axambayeva et al., 2018]. Die
Gensequenz wurde dem GenBank-Eintrag WP_081452337.1 entnommen. Diese kodiert nur
fur die katalytische Domane der mTyr, jedoch nicht fur die inaktivierende C-terminale Doméane
(Kap. 1.4.1.1.3, S. 17). Zuséatzlich wurde eine Sequenz kodierend fiir einen N-terminalen Hise-
tag eingebaut. Die finale Gensequenz wurde flir die Produktion in E. coli Codon-usage opti-
miert. In der Literatur wurde E. coli BL21 (DE3) als Produktionsstamm verwendet. Um die Syn-
theseleistung von Hisse-mTyr zu verbessern, erfolgte in der vorliegenden Arbeit ein Stamm-
wechsel zu E. coli KRX (Kap. 2.1.7.2, S. 29).

Zunachst erfolgte die Transformation von E. coli KRX mit dem Zielvektor pET28 mTyr (Kap.
2.2.2.3.1, S. 35). Die Kultivierung und Expression (Kap. 2.2.3.1.1, S. 36) wurde in TB Kom-
plexmedium untersucht. Im 100 mL Schuttelkolbenmafstab (SK) wurden die Induktionsdauer
(2 — 22 h) und die Induktor-Konzentration (Rhamnose: 5 mM und 10 mM) bei 30 °C untersucht
und verglichen. Es zeigte sich, dass bereits nach 4 h Induktion eine starke Uberexpression
erfolgte. Jedoch befand sich der Grofteil von Hiss-mTyr nach 4 h in der unléslichen Fraktion.
Im Gegensatz dazu konnte nach 22 h Induktion ~ 50 % an synthetisierten Hise-mTyr in der
I6slichen Fraktion nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der hohen Abundanz
des Zielproteins im Rohextrakt wurde keine weitere Optimierung der Kultivierungsbedingun-
gen durchgefihrt.

Die Produktion erfolgte anschlieRend in 6 x 500 mL SK, um ausreichende Mengen flr die
in vitro Modifikation der Designer-Proteine bereitzustellen. Die finalen Kultivierungsparameter
sind Tabelle 2-12 (Kap. 2.2.3.1.1, S. 37) zu entnehmen. In Abb. 3-2 ist das SDS-PA-Gel der
rekombinanten Produktion von Hise-mTyr dargestellt. In der Probe vor Induktion (Spur 2) ist
keine Bande auf der zu erwartenden Hohe der Hise-mTyr zu sehen. Uber die Induktionszeit
von 2 — 21 h (Spur 3 — 7) ist eine deutliche Zunahme der Expressionsbande bei ca. 37,5 kDa
erkennbar. Zusammenfassend war die heterologe Produktion von Hise-mTyr in E. coli KRX in
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TB-Medium erfolgreich. Etwa die Halfte des Zielproteins reicherte sich in der I6slichen Zell-
fraktion an (Abb. 3-3, S. 54). Aus der 3 L Kultur wurden 36 g Biofeuchtmasse (BFM) gewonnen
und bei - 80 °C gelagert.

Induktion - + + + + +
kDa M v.l. 2h 3h  4h 5h 21h

66.2 —

— Hisg-mTyr
35.0

|
45.0 1 .

—

|

25.0 —

18.4 —

-
14.4 .
1

Abb. 3-2 SDS-PA-Gel der Produktion von Hisg-mTyr in E. coli KRX in TB-Medium bei 30 °C

12,5 %iges SDS-PA-Gel der 1/0ODsoo-Proben vor (-) und nach (+) den verschiedenen Induktionszeiten
(2 h — 21 h). Die Kultivierung von E. coli KRX pET28(a)_mTyr erfolgte in TB Medium bei 30 °C unter
Schiutteln. Aufgetragen wurden 10 uL Probe und 5 pL Marker (M, PageRuler™, Unstained Low Range
Protein Ladder, Thermo Scientific). M — Marker, v.l. — 1/ODeoo Probe vor Induktion. Das Zielprotein Hise-
mTyr ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 37,5 kDa).

3.2.1.2 Chromatografische Reinigung der mikrobiellen Tyrosinase

Die Aufarbeitung von Hise-mTyr erfolgte mittels Affinitdtschromatografie Uber den N-terminalen
Hise-tag aus der in Kap. 3.2.1.1 produzierten Biomasse. Die Reinigung basierte auf Literatur-
angaben [Axambayeva et al., 2018] und die experimentellen Bedingungen sind in
Kap. 2.2.5.1.2 (S. 41) beschrieben. Das Chromatogramm (A) und das dazugehdrige Gel (B)
der SDS-PAGE-Analyse sind in Abb. 3-3 dargestellt.
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Abb. 3-3 Chromatografische Reinigung von Hise-mTyr aus E. coli KRX

A) Chromatogramm der IMAC zur Reinigung von Hise-mTyr. Absorptionssignal bei 280 nm in mAU
(schwarz), Leitfahigkeit in mS/cm (blau) und der Elutionsgradient (Puffer B in %) (griin). Puffer A: 20 mM
NazHPOQO4, 500 mM NaCl (pH 7,5). Puffer B: 20 mM NazHPO4, 500 mM NaCl, 1 M Imidazol (pH 7,5). DL
— Durchlauf, W — Waschfraktion, 1 bis 6 — Elutionsfraktionen. B — 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elekt-
rophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf der IMAC. M - Marker (Pa-
geRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific), RE —Rohextrakt, P — Unl&sliche
Fraktion/Zellpellet, DL — Durchlauf, W — Waschfraktion, 1 bis 6 — Elutionsfraktionen. Es wurden 20 pg
vom RE und DL, und 10 uL der anderen Proben (aus einer 1:3 Verdinnung in SDS-PAGE Probenpuffer)
und 5 pL Marker aufgetragen. Das Zielprotein Hise-mTyr ist gekennzeichnet (theoretisches Molekular-
gewicht: 37,5 kDa).
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Das Chromatogramm zeigt einen typischen Verlauf. Zunachst war ein Anstieg des Absorpti-
onssignals wahrend der Probenauftragung (Durchlauf, DL) zu detektieren. Wahrend des
Waschschritts (Waschfraktion, W) wurden weitere, nicht-bindende Zellbestandteile abgetrennt
und das Absorptionssignal sank auf die Basislinie. Mit dem linearen Imidazolgradienten elu-
ierte das Zielprotein, was sich im Peak (Fraktionen 1 — 6) im Chromatogramm zeigte. Die Ana-
lyse der Proteinaufarbeitung erfolgte mittels SDS-PAGE. Im SDS-PA-Gel (Abb. 3-3 B) sind
zunachst RE (Spur 2) und die unldsliche Fraktion (P, Spur 3) nach dem Zellaufschluss aufge-
tragen. Die Halfte von Hise-mTyr reicherte sich in der I6slichen Fraktion an. Sowohl im DL
(Spur 4), als auch in W (Spur 5) konnten E. coli eigene Proteine nachgewiesen werden, die
erfolgreich vom Zielprotein abgetrennt wurden. Die Elutionsfraktion 1 (Spur 6) enthalt haupt-
sachlich eine Verunreinigung bei ca. 60 kDa und kein Zielprotein. In den Fraktionen 2 — 6
(Spur 7 — 11) konnte Hise-mTyr sowie ein paar Verunreinigungen nachgewiesen werden. An-
schliel’end erfolgte die Dialyse (Kap. 2.2.5.1.2, S. 41) der Zielprotein-enthaltenden Elutions-
fraktionen 2 —6 gegen PBS (pH 7,4) bei 4 °C. Insgesamt konnten 496 mg Hise-mTyr aus
E. coli KRX zu ausreichender Homogenitat (Reinheit > 95 %) aufgereinigt werden, was einer
Ausbeute von ~ 21 mgrrotein/germ €ntspricht. Das gereinigte Zielprotein wurde anschlief3end in
final 50 % (v/v) Glycerin aliquotiert, in flussigem N2> schockgefroren und bei - 80 °C bis zur
weiteren Verwendung gelagert.

3.2.1.3 Nachweis der enzymatischen Aktivitat

Im Anschluss wurde die Aktivitat gereinigter Hiss-mTyr im Vergleich zur kommerziellen Pilz-
Tyrosinase (Sigma) mit L-Tyr als Substrat untersucht. Die spezifische Aktivitdt wurde im
Sigma-Assay nach Duckworth et al. durch Messung der Absorptionsanderung bei 280 nm be-
stimmt [Duckworth und Coleman, 1970] (Kap. 3.2.1.3.1, S. 55). Des Weiteren wurde die Akti-
vitdt qualitativ Gber die NBT-Farbung (Nitroblautetrazoliumchlorid) nachgewiesen
(Kap. 3.2.1.3.2, S. 57).

3.2.1.3.1 Photometrischer Nachweis der Tyrosinase-Aktivitét

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitat (Aspez) erfolgte durch Messung der Absorptionsan-
derung bei 280 nm. Als Substrat wurde L-Tyr eingesetzt, welches durch die Tyrosinase zu L-
3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) umgewandelt wird. Durch die Hydroxylierung nimmt die
Absorption bei 280 nm zu. Die Methode ist in Kap. 2.2.6.4.1 (S. 45) detailliert beschrieben. Die
spezifische Aktivitat der gereinigten Hise-mTyr wurde mit der der kommerziellen Pilz-Tyro-
sinase (Sigma) bei 25 °C und 37 °C verglichen. Die Temperatur von 25 °C wird im ,Sigma-
Assay“ angegeben und als Temperatur-Optimum der Pilz-Tyrosinase beschrieben [Espin et
al., 1998]. Des Weiteren werden 25 °C auch standardmaf3ig zur Hydroxylierung von Muschel-
fuBproteinen (Mfp) eingesetzt [Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005; Wang und Scheibel,
2018a]. In den letzten Jahren wurde die Modifikation Mfp-enthaltener Sequenzen mit der Pilz-
Tyrosinase jedoch auch bei 37 °C erfolgreich gezeigt [Brennan et al., 2017; Kim et al., 2018].
Aus diesem Grund sollten die Reaktionen flr beide Temperaturen untersucht werden. Zur Be-
rechnung der spezifischen Aktivitat wurde im ,Sigma-Assay“ im Gegensatz zur klassischen
Einheit (1 U = 1 ymol/min) folgende Definition einer Unit festgelegt: eine Unit fihrt zu einem
Anstieg bei Ao von 0,001 pro Minute bei 25 °C in einem 3 mL-Reaktionsgemisch mit L-Tyr
(Creaktion = 0,34 mM). Diese Definition diente als Grundlage zur Berechnung von Agpe; der un-
tersuchten Tyrosinasen. Um die Daten aus der vorliegenden Arbeit mit der Literatur verglei-
chen zu kénnen, wurde auf eine Umrechnung in ymol/min verzichtet. Zum einen existieren in
der Literatur unterschiedliche Angaben zu den Extinktionskoeffizienten von Tyr und DOPA,
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und zum anderen wird im ,Sigma-Assay“ die Diphenolaseaktivitat der Tyrosinase nicht unter-
bunden und DOPA kann weiter zu Dopachinon oxidieren (Abb. 2-1, S. 46). Dies wurde in bis-
herigen Studien unter Verwendung des ,Sigma-Assay“ vernachlassigt. Aus diesem Grund er-
folgte in den Experimenten zur Modifikation der Designer-Proteine die Zugabe von Ascorbin-
saure und Borat im Reaktionsansatz (Kap. 2.2.6.4.2, S. 46), um das Peptid-gebundene DOPA
vor weiterer Oxidation zu schutzen.

Fir den hier verwendeten ,Sigma-Assay” mit Tyr als Substrat, erfolgte die Reaktion in 0,1 M
Na-Acetat-Puffer (pH = 5,5) und wurde photometrisch fiir 15 min verfolgt. Vorversuche besta-
tigten, dass Hise-mTyr eine deutlich hdhere Aktivitat aufwies (Daten nicht gezeigt). Aus diesem
Grund wurden fir eine vergleichende Darstellung 0,61 pg/mL (16,3 nM) Hise-mTyr bzw.
6,82 yg/mL (57,3 nM) Pilz-Tyrosinase eingesetzt. Die Progresskurven (Abb. 3-4 A, S. 57) zei-
gen die enzymatischen Reaktionen der Hiss-mTyr vergleichend bei 25 °C (griine Kurven) und
37 °C (blaue Kurven). Nach einer initialen Lag-Phase, die bei 25 °C ca. 4 min und bei 37 °C
ca. 2 min andauerte, nahm die Absorption bei 280 nm zu. Aus den linearen Abschnitten der
Progresskurven wurden die Geschwindigkeiten bestimmt (gestrichelte Linien) und zur Berech-
nung der spezifischen Aktivitat eingesetzt. Als Referenzen dienten Reaktionsansatze ohne L-
Tyr als Substrat (I) und ohne Enzym (Hise-mTyr) (I1). Diese Reaktionen (Abb. 3-4 A Legende)
zeigten keine Veranderung der Absorption bei 280 nm Uber den gesamten Zeitraum (15 min).
Die Progresskurven mit kommerzieller Pilz-Tyrosinase (Abb. 3-4 B, S. 57) zeigen ebenfalls
eine initiale Lag-Phase. Der lineare Bereich (gestrichelte Linien) wurde zur Berechnung der
spezifischen Aktivitat verwendet. Die Ergebnisse zur spezifischen Aktivitat der Hise-mTyr und
der Pilz-Tyrosinase bei 25 °C und 37 °C sind vergleichend in Abb. 3-4 C dargestellt. Zusam-
menfassend sind die Mittelwerte aus den Ergebnissen der drei unabhangigen Messungen so-
wie deren Standardabweichungen gezeigt (n = 3). Erwartungsgemal ist die spezifische Akti-
vitat fur beide Enzyme bei 37 °C héher als bei 25 °C und folgt dem Prinzip der Arrhenius-

B,
Gleichung (k = A - erT ; k — Reaktionsgeschwindigkeitskonstante, Ea — Aktivierungsenergie, R — uni-

verselle Gaskonstante, T — absolute Temperatur) [Lottspeich, 2012]. Vergleicht man die Aktivitaten
beider Tyrosinasen wurde fur die Hise-mTyr eine Aspe, (25 °C) mit ca. 264580 U/mg bestimmt,
was einer 130-fach hdheren Aktivitat als der Pilz-Tyrosinase unter den getesteten Reaktions-
bedingungen entspricht. Bei 37 °C wurde fiir die Hise-mTyr eine Aspez von 351240 U/mg ermit-
telt (90-fach hoher als die der Pilz-Tyrosinase).

Zusammenfassend zeigte die Hise-mTyr aus V. spinosum, produziert in E. coli KRX
(Kap. 3.2.1.2, S. 54), sowohl bei 25 °C als auch bei 37 °C unter den getesteten Bedingungen
fur L-Tyr als Substrat eine héhere spezifische Aktivitat (bis zu 130-fach) im Vergleich zur kom-
merziell erhaltlichen Pilz-Tyrosinase (Sigma).

Zusatzlich erfolgten Messungen mit dem proteinogenen Substrat Hise-SUMO-Mefp-3 (Rekom-
binante Produktion: Kap. 3.2.2.1, S. 59; Reinigung: Kap. 3.2.2.2, S. 61). Die Anderung in der
Absorption bei 280 nm war jedoch kaum detektierbar und flachte nach ca. 1 — 2 min Reakti-
onszeit ab (Daten nicht gezeigt). Im Allgemeinen war das Signal-Rausch-Verhaltnis zu stark
und die Messungen lieferten unter den getesteten Bedingungen keine verlasslichen Daten. Als
Grund kann zum einen die héhere Molekulare Masse von Proteinen als auch der geringere
Anteil an Tyr in Proteinen im Vergleich zum monophenolischen Substrat genannt werden. Bis-
lang sind auch in der Literatur keine Progresskurven und kinetischen Daten fiir proteinogene
Substrate beschrieben.

Aus diesem Grund erfolgte der Nachweis zur erfolgreichen Modifikation in den Designer-Pro-
teinen in der vorliegenden Arbeit durch den qualitativen Nachweis mittels NBT-Farbung und
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Bestimmung des Modifizierungsgrades mittels MALDI-TOF/TOF MS-Analyse. Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen werden jeweils im Kapitel ,/n vitro Modifikation mit Hilfe der mikrobiel-
len Tyrosinase“ des zu untersuchten Designer-Proteins gezeigt (Mfp-3: Kap. 3.2.2.3, S. 64;
DP1: Kap. 3.2.3.3, S. 80; DP2: Kap. 3.2.4.3, S. 87).
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Abb. 3-4 Nachweis der enzymatischen Aktivitat der mikrobiellen Tyrosinase (Hise-mTyr) und der
Pilz-Tyrosinase im Sigma-Assay

Progresskurven der Tyrosinase-Reaktionen mit L-Tyr (0,34 mM) als Substrat in 0,1 M Na-Acetat-Puffer
(pH = 5,5) vergleichend bei 25 °C (griin) und 37 °C (blau), A = 280 nm, t = 15 min. Die Anstiege (gestri-
chelte Linien) wurden in einer Dreifachbestimmung ermittelt und flir die Berechnung der spezifischen
Aktivitdt genutzt (n = 3). Als Kontrollen erfolgten die Reaktionen ohne Tyr als Substrat (bei 25 °C
schwarz, 37 °C braun) oder ohne Tyrosinase (bei 25 °C grau, 37 °C orange) im Reaktionsansatz. A —
Progresskurven der mikrobiellen Tyrosinase (Hiss-mTyr) (Creaktion = 0,61 ug/mL), B — Progresskurven
der Pilz-Tyrosinase (Creaktion = 6,82 pg/mL). C — Das Saulendiagramm zeigt die resultierende spezifische
Aktivitat in U/mg der untersuchten Tyrosinasen zu den verschiedenen Temperaturen (25 °C grun; 37 °C
blau). Der Versuchsablauf ist Kapitel 2.2.6.4.1 (S. 45) zu entnehmen. Definition: 1 Unit fihrt zu einem
Anstieg bei 280 mn von 0,001 pro Minute in einem 3 mL-Reaktionsgemisch mit L-Tyr (25 °C).

3.2.1.3.2 Vorversuch fiir den qualitativen Nachweis der Tyrosinase-Aktivitét fiir die Substrate
L-Tyrosin und Hise-SUMO-Mefp-3
Neben dem photometrischen Nachweis der Tyrosinase-Aktivitat (Kap. 3.2.1.3.1, S. 55) wurde
die Aktivitat qualitativ mit der NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid)-Farbung untersucht. Die expe-
rimentellen Bedingungen finden sich in Kap. 2.2.6.4.2 (S. 46). In diesem Vorversuch wurden
vergleichend die Reaktionen mit der kommerziellen Pilz-Tyrosinase (Sigma) und Hise-mTyr
durchgeflhrt. Die Modifikationsreaktionen wurden 3 h bei 25 °C und 37 °C untersucht. Die Er-
gebnisse sind in Abb. 3-5 dargestellt. Als Substrat wurde 0,34 mM L-Tyr (A) und 104 uM Hise-
SUMO-Mefp-3 (B) als Designer-Protein verwendet. Jeweils 5 uL eines Reaktionsansatzes
wurden auf die Nitrocellulosemembran aufgetragen. Als Negativkontrolle diente ein
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Reaktionsansatz ohne Substrat (-). Unter Verwendung beider Tyrosinasen zeigten die Reak-
tionen ohne Substrat (-) keine Farbung, wahrend blau-violette Punkte deutlich in allen Proben
mit Substrat (+) erkennbar sind. Diese Farbung bestatigte das Vorhandensein von DOPA unter
allen getesteten Bedingungen. Das Experiment zeigte, dass sowohl die Pilz-Tyrosinase als
auch Hise-mTyr unter den getesteten Reaktionsbedingungen die Substrate L-Tyr und Hiss-
SUMO-Mefp-3 hydroxyliert haben. Aus diesem Grund eignet sich der Assay fir die Reaktions-
temperaturen 25 °C und 37 °C, und kann daher als qualitativer Nachweis fir DOPA in den DP
verwendet werden. Aktive Hise-mTyr stand somit fur die Funktionalisierung der DP bereit.

A) L-Tyrosin B) Hisg-SUMO-Mefp-3
Subst.| - + + - + +
T (°C) 25 25 37 25 25 37
als
= ©
c|F .

3 -
>
- |
2 -

Abb. 3-5 NBT-Farbung zum qualitativen Nachweis der Aktivitat der Tyrosinasen

Dargestellt ist der Vergleich der enzymatischen Aktivitat zwischen mikrobieller Tyrosinase (Hise-mTyr)
und der kommerziell erworbenen Pilz-Tyrosinase (P.-Tyr) von Sigma bei 25 °C und 37 °C. Als Substrat
(Substr.) wurde zum einen 0,34 mM L-Tyr (A) und 104 pM Hise-SUMO-Mefp-3 (B) als Designer-Protein
fur die Reaktion eingesetzt. Aufgetragen wurden 5 uL der Reaktionen nach 3 h ohne (-) und mit Substrat
(+) im Ansatz. Die NBT-Farbung erfolgte nach Kap. 2.2.6.4.2 (S. 46).

3.2.2 Hisg-SUMO-Mefp-3 und Hiss-SUMO-Mgfp-3

Fir die materialwissenschaftlichen Untersuchungen sollten neben den Designer-Proteinen,
die eine Kombination aus adhasiven und kohasiven Protein-Blocken enthalten, ebenfalls die
Eigenschaften der adhasiven Blocke alleine untersucht werden. Aus diesem Grund wurden
die Muschelful3proteine-3 (Mfp-3) aus M. edulis (Mefp-3) und M. galloprovincialis (Mgfp-3) als
Einzeldomanen heterolog in E. coli produziert und anschlieliend chromatografisch aufgerei-
nigt. In der Literatur konnte Mgfp-3 (mit einem N-terminalen Hise-tag) bereits rekombinant aus
E. coli gewonnen werden und wurde positiv auf adhasive Eigenschaften getestet [Hwang et
al., 2005; Yang et al., 2013]. Die chromatografische Reinigung erfolgte bislang unter denatu-
rierenden Bedingungen und die Ausbeuten waren sehr gering (< 47 mg/Lkuiur). Mefp-3 ist hin-
gegen in der Literatur besser charakterisiert und bildete in den letzten Jahrzehnten die Grund-
lage fir eine detaillierte Charakterisierung als Klebeprotein [Even et al., 2008; Hwang und
Waite, 2012; Hwang et al., 2010; Papov et al., 1995; Silverman und Roberto, 2007; Waite und
Andersen, 1978b], wurde aber noch nicht erfolgreich in einem heterologen Organismus pro-
duziert. Die Extraktion von Mefp-3 aus MuschelfliRen ist sehr arbeitsintensiv und man erhalt
nur geringe Ausbeuten von wenigen mg Protein aus ca. 30 MuschelfiiRen [Castillo et al., 2017;
Morgan, 1990], was flir die Produktion von bio-inspirierten Klebstoffen ungeeignet ist. Eine
vielversprechende Alternative bietet daher die rekombinante Produktion in E. coli. Aus diesem
Grund war ein Vergleich beider Mfp-3 von Interesse, um etwaige sequenzabhangige adhasive
Eigenschaften zu untersuchen.

Im Gegensatz zur Literatur wurden die Mfp-3 als Hise-SUMO-Fusionsproteine designt
(Kap. 3.1.1.1, S. 52). Durch die Fusion mit dem eukaryotische Protein SUMO (small ubiquitin-
like modifier) kann die Léslichkeit sowie die Produktion rekombinanter Proteine erhéht werden
[Marblestone et al., 2006]. Ein weiterer Vorteil der Verwendung des SUMO-tags ist die Uber-
hangsfreie Spaltung des tags vom Zielprotein durch eine hochspezifische Protease (ScUlp1),
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um einen nativen N-Terminus zu generieren [Butt et al., 2005; Malakhov et al., 2004;
Marblestone et al., 2006]. Die Kombination mit dem N-terminalen Hexahistidin-tag ermaoglicht
eine klassische Reinigung der Fusionskonstrukte tUber Affinitatschromatografie.
In den folgenden Kapiteln sind die Ergebnisse zur heterologen Produktion (Kap. 3.2.2.1,
S. 59), der chromatografischen Reinigung Uber den Hiss-SUMO-fag (Kap. 3.2.2.2, S. 60) so-
wie der in vitro Modifikation (Kap. 3.2.2.3, S. 64) beider Mfp-3-Proteine gezeigt.

3.2.2.1 Heterologe Produktion der MuschelfuBproteine-3 im BioreaktormaRBstab

Im Vorfeld wurde eine Klonierung des Mefp-3-Gens aus pJOE_DP1A und des Mgfp-3-Gens
aus pJOE_DP1B in den Zielvektor pET28a (+) durchgefluhrt (Kap. 2.2.2.2; S. 33 — 34). Die
rekombinante Produktion von Hise-SUMO-Mefp-3 und Hiss-SUMO-Mgfp-3 in E. coli BL21
(DE3) pLysS wurde zunachst im Schittelkolbenmalstab durchgefihrt und die Ergebnisse sind
dem Anhang zu entnehmen (Kap. 8.2, Abb. 8-7, S. 175). Zur Gewinnung ausreichender Bio-
masse fir die Proteinaufarbeitung beider Zielproteine erfolgte die Kultivierung von E. coli BL21
(DES3) pLysS im 30 L Bioreaktor. Die Fermentationsbedingungen sind in Kap. 2.2.3.1.2 (S. 37)
beschrieben. Nachfolgend werden die Ergebnisse der Fermentation flir beide Zielproteine in
Abb. 3-6 dargestellt und verglichen. In Abb. 3-6 A (Produktion von Hise-SUMO-Mefp-3) und C
(Produktion von Hiss-SUMO-Mgfp-3) sind die Verlaufe der Offline-Daten der optischen Dichte
(ODeoo) und der Glucosekonzentration gezeigt. Vergleicht man die beiden Prozesse sind das
Zellwachstum als auch der Glucoseverbrauch wahrend der Fermentation von E. coli BL21
(DE3) pLysS ahnlich. Nach Verbrauch der Batch-Glucose (5 g/L) erfolgte die kontinuierliche
Zufutterung mit 70 g/h Glycerin (Zeitpunkt 1). Bei einer ODgoo von ca. 32 wurde die Temperatur
von 37 °C auf 25 °C reduziert (Zeitpunkt 2), um mit einem Prozess Uber Nacht insgesamt gro-
Rere Mengen an Biofeuchtmasse zu generieren und somit die Gesamtausbeute an Zielprotein
zu erhdhen [Schein und Noteborn, 1988; Taylor et al., 2017]. Anschlieliend wurde die Induk-
tion mit 1 mM IPTG nach 1,5 h gestartet und der Feed auf 50 g/h Glycerin herabgesetzt (Zeit-
punkt 3), um ein gleichmaRiges kontinuierliches Wachstum Gber Nacht zu gewahrleisten. Nach
der Induktion wurden zu zwei weiteren Zeitpunkten 1/0ODeggo-Proben entnommen (Zeitpunkt 4
und 5). Die Zellernte erfolgte jeweils nach 17 h Induktion (Zeitpunkt 6). Zur Untersuchung der
Plasmidstabilitdt wurden bei beiden Fermentationen vor Induktion, nach 1,5 h Induktion und
zum Zeitpunkt der Ernte (17 h Induktion) Proben enthommen und analysiert. Die Stabilitat fur
beide Plasmide lag zu allen getesteten Zeitpunkten bei 100 % (Daten nicht gezeigt).

Neben der Untersuchung des Wachstumverhaltens wurde der Erfolg der Fermentationen zur
Proteinsynthese von Hiss-SUMO-Mefp-3 und Hise-SUMO-Mgfp-3 mittels SDS-PAGE analy-
siert. Die SDS-PA-Gele sind in Abb. 3-6 B (Hise-SUMO-Mefp-3) und D (Hiss-SUMO-Mgfp-3)
dargestellt. Anhand der 1/ODeo-Proben ist zu erkennen, dass die Intensitat der Zielprotein-
banden wahrend der Induktionsphase (Spur 3 — 5) fir Hise-SUMO-Mefp-3 (ca. 19,2 kDa) und
Hise-SUMO-Mgfp-3 (ca. 19 kDa) zunimmt (Durch das SUMO-Protein wird das Migrationsver-
halten in der SDS-PAGE beeinflusst [Butt et al., 2005] und die Mfp-3 laufen bei ca. 24 kDa).
Vor Induktion (Spur 2) ist keine Bande auf Zielproteinhdhe zu erkennen.

Zusatzlich wurde die Léslichkeitsverteilung der Mfp-3 untersucht und ist im Folgenden bei-
spielhaft fir Hiss-SUMO-Mefp-3 gezeigt. In der Literatur ist der Zellaufschluss sowie die Rei-
nigung von Hiss-Mgfp-3 unter denaturierenden Bedingungen beschrieben, da das Protein an-
sonsten unlosliche Agglomerate ausbildet und nur die Halfte von Hise-Mgfp-3 I6slich vorlag
[Hwang et al., 2005; Yang et al., 2013]. Durch die Verwendung von Harnstoff im Puffer war es
mdglich, die unlésliche und Iésliche Fraktion zusammen zu reinigen, und so die Ausbeute zu
verbessern. Fir die weitere Aufarbeitung der Hise-SUMO-fusionierten Mfp-3 sollte die
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Notwendigkeit eines denaturierenden Agens flr die Loslichkeit untersucht werden. In Abb. 3-6
B sind der Rohextrakt (RE) und die unldsliche Fraktion (P) nach Zellaufschluss und Zentrifu-
gation aufgetragen. Als Basispuffer wurde ein in der Literatur beschriebener Tris/Natrium-
Phosphat-basierter Puffer verwendet (10 mM Tris-HCI, 100 mM Na-Phosphat, 300 mM NacCl,
1 mM PMSF, pH 8.0). Sowohl mit Harnstoff im Resuspensionspuffer (Spur 9) als auch ohne
Harnstoff (Spur 7) lag der Hauptanteil von Hise-SUMO-Mefp-3 I6slich vor.
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Abb. 3-6 Ergebnisse zur heterologen Produktion von Hisg-SUMO-Mefp-3 und Hisg-SUMO-Mgfp-3
in E. coli BL21 (DE3) pLysS im BioreaktormaRBstab

A und B — Ergebnisse zur heterologen Produktion von Hise-SUMO-Mefp-3. C und D — Ergebnisse zur
heterologen Produktion von Hise-SUMO-Mgfp-3. A und C — Wachstumskurve und Glucoseverbrauch
wahrend der Fermentation von E. coli BL21 (DE3) pLysS unter der getesteten Expressionsbedingung.
Zeitpunkte: 1 — Start der kontinuierlichen Zuflitterung mit 70 g/h (Glycerin), 2 — Reduktion der Tempe-
ratur von 37 °C auf 25 °C, 3 — Induktion mit 1 mM IPTG, 4 und 5 — 1/0OD Probennahme, 6 — 1/0D
Probennahme 17 h und Zellernte. B und D — 12,5 %ige SDS-PA-Gele der 1/0ODsoo-Proben vor und nach
den verschiedenen Induktionszeiten (0 h — 17 h). Zusatzlich ist in B die Loslichkeitsverteilung von Hise-
SUMO-Mefp-3 mit und ohne Urea im Resuspensionspuffer (50 mM Na-phosphat, 150 mM NaCl, + 6 M
Urea; pH 7,5) gezeigt: RE — Rohextrakt/Losliche Fraktion, P — Unlésliche Fraktion/Zellpellet. Aufgetra-
gen wurden 10 uL der 1/0D Proben, 20 ug RE und 5 yL Marker (M, PageRuler™, Unstained Low Range
Protein Ladder, Thermo Scientific). Die Zielproteine sind gekennzeichnet: Hiss-SUMO-Mefp-3 (theore-
tisches Molekulargewicht: 19,2 kDa) und Hiss-SUMO-Mgfp-3 (theoretisches Molekulargewicht: 19 kDa).
Durch den SUMO-Anteil verandert sich das Laufverhalten beider Zielproteine in der SDS-PAGE auf ca.
24 kDa.

Sowohl Hise-SUMO-Mefp-3 als auch Hiss-SUMO-Mgfp-3 konnten erfolgreich in der 16slichen
Zellfraktion von E. coli BL21 (DE3) pLysS produziert wurden. Die Ergebnisse der Fermentation
sind in Tabelle 3-2 zusammengefasst. Aus den Prozessen konnte nach Abtrennung des Fer-
mentationsiberstandes jeweils ca. 1 kg Biofeuchtmasse (BFM) gewonnen werden, welche als
Ausgangsmaterial fir die nachfolgenden Untersuchungen zur Reinigung der Proteine diente
(Kap.3.2.2.2, S. 61).
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Tabelle 3-2 Resultate der heterologen Produktion von Hisg-SUMO-Mefp-3 und Hisg-SUMO-Mgfp-3
in E. coliBL21 (DE3) pLysS im 30 L Bioreaktor

Zielprotein Vstart (L) VEina (L) Finale ODgo BFM (kg)
Hise-SUMO-Mefp-3 7.5 9,4 64,4 1,15
Hise-SUMO-Mgfp-3 7,5 9,0 53,5 0,98

3.2.2.2 Proteinaufarbeitung

3.2.2.2.1 Chromatografische Proteinreinigung

Die Aufarbeitung von Hise-SUMO-Mefp-3 und Hise-SUMO-Mgfp-3 erfolgte mittels Affinitats-
chromatografie Uber den N-terminalen Hise-fag. Zunachst wurde die Aufreinigung im 1 mL-
Mafistab untersucht, um die Notwendigkeit einer IMAC unter denaturierenden Bedingungen
nach Literaturangaben zu prifen [Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005; Yang et al., 2013].
Dieser Vorversuch zeigte, dass fir die Reinigung beider Hiss-SUMO-Fusionsproteine keine
denaturierenden Bedingungen (Zugabe von Harnstoff) erforderlich sind und dieselben Mengen
an Zielprotein isoliert werden konnten (Daten nicht gezeigt).

Anschlielend erfolgte die Ubertragung auf einen groReren MaRstab (Kap. 2.2.5.1.1, S. 40).
Es wurden jeweils ca. 200 g BFM aufgeschlossen. In dem groReren Ansatz erfolgte die Elution
der Zielproteine entsprechend den Ergebnissen im kleinen Maf3stab mit 750 mM Imidazol im
Puffer B. Im Folgenden werden die Ergebnisse exemplarisch fiir die Aufreinigung von Hise-
SUMO-Mefp-3 gezeigt. Die chromatografische Aufarbeitung von Hise-SUMO-Mgfp-3 verhielt
sich entsprechend und die Ergebnisse sind dem Anhang (Kap. 8.2, Abb. 8-8, S. 176) zu ent-
nehmen.

Das Chromatogramm als auch die SDS-PAGE-Analyse (Kap. 2.2.4.1, S. 39) der Reinigung
von Hiss-SUMO-Mefp-3 sind in Abb. 3-7 dargestellt. Die Elution des Zielproteins erfolgte er-
wartungsgemal im linearen Gradienten (Abb. 3-7 A, Fraktionen 1 — 8). Das SDS-PA-Gel in
Abb. 3-7 B zeigt, dass nach Zellaufschluss und Zentrifugation der Haupanteil von Hisg-SUMO-
Mefp-3 in I6slicher Form vorlag (Spur 2). Sowohl im Durchlauf (Spur 4), als auch in den Wasch-
fraktionen 1 (Spur 5) und 2 (Spur 6) konnten Verunreinigungen erfolgreich abgetrennt werden.
Die SDS-PAGE-Analyse der Elutionsfraktionen 1 — 8 (Spur 7 — 14) zeigt deutlich, dass der
Hauptanteil von Hiss-SUMO-Mefp-3 in den Elutionsfraktionen in reiner Form vorlag.
Anschlielend erfolgte die Dialyse der Zielprotein-enthaltenen Elutionsfraktionen gegen Puf-
fer A, um fur die anschlieBende enzymatische Abspaltung des Hise-SUMO-tags
(Kap. 3.2.2.2.2, S. 62) das Imidazol in der Probe zu entfernen. Nach Dialyse waren Prazipitate
im Dialyseschlauch sichtbar. Die SDS-PAGE-Analyse zeigte, dass es sich um die Zielproteine
handelte (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund erfolgte eine Anpassung der Dialysedauer
von ca. 16 h (U.N.) bei 4 °C zu zweimal 1 h bei 4 °C. Dadurch waren kaum Prazipitate nach
Dialyse nachzuweisen und die Ausbeuten konnten beispielsweise fir Hiss-SUMO-Mefp-3 von
1,44 mgprotein/germ auf 1,97 mgperoein/germ €rhdht werden (Tabelle 3-3, S. 62). In Abb. 3-8 A+B
(S. 63) Spur 1 sind die Zielproteine nach Dialyse aufgetragen. Die gereinigten Zielproteine
wurden anschlieRend in flissigem N2 schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung
bei - 80 °C gelagert. Die Reinigungen von Hise-SUMO-Mefp-3 und Hiss-SUMO-Mgfp-3 wurden
mehrfach durchgeflihrt, um ausreichende Mengen flir die materialwissenschaftlichen Untersu-
chungen (Kap. 3.3.3, S. 109) bereitzustellen. Im Mittel wurden aus jeweils 0,2 kg BFM E. coli
BL21 (DE3) pLysS ~ 410 mg Hiss-SUMO-Mefp-3 und ~ 850 mg Hiss-SUMO-Mgfp-3 aufgerei-
nigt. Zusammenfassend sind die Ergebnisse aller Aufarbeitungen in Tabelle 3-3 dargestellt.
Die Ausbeuten beider Zielproteine konnten durch die Einflihrung eines zusatzlichen
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Waschrittes (7 CV mit 5 % Puffer B) in den nachfolgenden Reinigungen verbessert werden
(Tabelle 3-3; Hise-SUMO-Mefp-3: Experiment 2 zu 3/4; Hise-SUMO-Mgfp-3: Experiment 1 zu
2).
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Abb. 3-7 Chromatografische Reinigung von Hise-SUMO-Mefp-3 aus E. coli BL21 (DE3) pLysS

A) Chromatogramm der IMAC zur Reinigung der Hise-SUMO-Mefp-3. Absorptionssignal bei 280 nm in
mAU (schwarz), Leitfahigkeit in mS/cm (blau) und der Elutionsgradient (Puffer B in %) (grin). Puffer A:
10 mM Tris-HCI, 100 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl (pH 8,0). Puffer B: 10 mM Tris-HCI, 100 mM
Natriumphosphat, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol (pH 8,0). DL — Durchlauf, W1 — Waschfraktion 1, W2 —
Waschfraktion 2, 1 bis 8 — Elutionsfraktionen. B — 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer
Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf der IMAC. M - Marker (PageRuler™, Unstained
Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific), RE — Rohextrakt, P — Unldsliche Fraktion/Zellpellet, DL
— Durchlauf, W1 — Waschfraktion 1, W2 — Waschfraktion 2, 1 bis 8 — Elutionsfraktionen. Es wurden
20 pg vom RE und DL, und 10 uL der anderen Proben (aus einer 1:3 Verdiinnung in SDS-PAGE Pro-
benpuffer) und 5 uL Marker (M, PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific)
aufgetragen. Das Zielprotein Hiss-SUMO-Mefp-3 ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht:
19,2 kDa). Durch den SUMO-Anteil verandert sich das Laufverhalten in der SDS-PAGE auf ca. 24 kDa.

Tabelle 3-3 Resultate aller chromatografischen Reinigungen von Hiss-SUMO-Mefp-3 und Hise-
SUMO-Mgfp-3 aus ca. 200 g E. coliBL21 (DE3) pLysS. Ausbeuten bezogen auf die Proteinmenge
pro eingesetztem Gramm Biofeuchtmasse (BFM).

Zielprotein Experiment Eingesetzte Gesamtprotein- Protein-
BFM (g) menge nach Rei- ausbeute
nigung (mg) (MQProtein/gBFM)
Hise-SUMO-Mefp- 1 212,0 304,8 1,44
3
2 201,6 396,7 1,97
3 194,0 448,9 2,30
4 208,5 507,9 2,40
Hise-SUMO-Mgfp- 1 200,0 740,0 3,70
3
2 205,3 963,4 4,70

3.2.2.2.2 Enzymatische Abspaltung des Hiss-SUMO-tags

Im Anschluss an die chromatografische Reinigung der Hise-SUMO-Mfp-3 erfolgte der Verdau
mit Hilfe der aktiven Domane der SUMO-Protease 1 aus Saccharomyces cerevisiae (ScUIp1)
(Kap. 2.2.5.1.1.1, S. 41). ScUIp1 wurde aus E. coli Zellen entsprechend der Literatur gereinigt
[Thimmler, 2018]. In Vorversuchen mit Hise-SUMO-Mefp-3 zeigte sich, dass das Mefp-3 Pro-
tein nach Abspaltung des Hise-SUMO-tags vollstandig als Prazipitat vorlag (Daten nicht ge-
zeigt). Der SUMO-tag tragt somit maRgeblich zur Léslichkeit von Hise-SUMO-Mefp-3 und Hisg-
SUMO-Mgfp-3 bei.
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Abb. 3-8 Enzymatische Abspaltung des Hise-SUMO-tags der Mfp3-Fusionsproteine

16 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben vor und nach dem enzymati-
schen Verdau mit der SUMO-Protease in 0, M Na-Acetatpuffer (pH 5,5) fur 2 h bei 30 °C. A) SUMO-
Protease Verdau von Hise-SUMO-Mgfp-3, B) SUMO-Protease Verdau von Hise-SUMO-Mefp-3. M —
Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific), 1 — His-SUMO-Mfp-3
/ Probe vor Reaktion, 2 — Gemisch nach SUMO-Protease Verdau, 3 — Uberstand nach Zentrifugation
(enthalt Hise-SUMO-Protein), 4 — Unl6sliche Fraktion nach Zentrifugation (enthalt Mfp-3), 5 — Resolubi-
lisiertes / l16sliches Mfp-3 in 25 % HAc. Es wurden 5 pg Protein und 5 yL Marker aufgetragen. Die Pro-
teine sind entsprechend gekennzeichnet: Hise-SUMO-Mgfp-3 (19 kDa), Hise-SUMO-Mefp-3 (19,2 kDa),
Hise-SUMO (13,4 kDa), Mgfp-3 (5,58 kDa), Mefp-3 (5,83 kDa). Durch den SUMO-Anteil verandert sich
das Laufverhalten beider Zielproteine in der SDS-PAGE auf ca. 24 kDa.

In vivo liegen Mfp in den Muschelsekretionsdriisen bei einem pH von 5,5 vor [Yu et al., 2011a].
Aus diesem Grund und basierend auf Literaturprotokollen, die die Léslichkeit der Mfp im sau-
ren Milieu beschreiben, wurden Versuche zur SUMO-Abspaltung bei verschiedenen pH-Wer-
ten durchgefiihrt. Zudem war die in vitro Modifikation mit der mikrobiellen Tyrosinase (Hise-
mTyr) bei pH 5,5 geplant (Kap. 3.2.2.3, S. 64). Beide Reaktionen im gleichen Puffer durchfiih-
ren zu kénnen, ware somit von Vorteil. Zusammenfassend zeigten diese Versuche, dass die
SUMO-Protease unter den getesteten Bedingungen bei pH 5,5 noch vollstandig aktiv ist, Mefp-
3 verblieb allerdings unldslich. Aus diesem Grund wurden verschiedene Puffer und Lésungs-
mittel zur Solubilisierung getestet (Daten nicht gezeigt). Final konnten Mefp-3 und Mgfp-3 nach
SUMO-Abspaltung in 25 % Essigsaure (HAc) in Lésung gebracht werden. ScUIp1 wurde in
einem molaren Verhaltnis von 1:1000 eingesetzt. Abb. 3-8 zeigt das Ergebnis des Verdaus
von Hisg-SUMO-Mgfp-3 (A) und Hiss-SUMO-Mefp-3 (B) bei pH 5,5. In Spur 1 ist das Fusions-
protein nach chromatografischer Reinigung und Lagerung bei - 80 °C vor dem SUMO-
Protease Verdau auf einer Hohe von ca. 24 kDa zu sehen. Nach dem Verdau bei 30 °C flir 2 h
sind zwei distinkte Banden fir das Hise-SUMO-Protein und fir Mgfp-3 (A) / Mefp-3 (B) zu er-
kennen. Zusatzlich war nach der Protease-Reaktion eine Triibung des Proteingemisches zu
beobachten. Aus diesem Grund erfolgte im Anschluss eine Zentrifugation. Im Uberstand (V)
konnte Hise-SUMO nachgewiesen werden (Spur 3) und Mgfp-3 (A) bzw. Mefp-3 (B) verblieben
im Pellet (Spur 4). Die Pellets beider Mfp-3 konnten im gleichen Volumen (wie Vy) in 25 % HAc
resolubilisiert werden und nach erneuter Zentrifugation waren Mgfp-3 (A) und Mefp-3 (B) im
Uberstand nachweisbar (Spur 5), aber ein kleines Pellet verblieb. Aufgrund der Essigsaure in
den Proben in Spur 4 und 5 wurde das Laufverhalten der Proteine durch die Anderung des
pH-Wertes in der SDS-PAGE beeinflusst. Aus diesem Grund erscheinen die Proteinbanden
der Mfp-3 diffus. Die Probe des verbliebenen Pellets zeigte keine Proteinbanden in der SDS-
PAGE (Daten nicht gezeigt). Versuche dieses resultierende Pellet der zweiten Zentrifugation
wieder in Lésung zu bringen, um die Proteinausbeute zu erhéhen, zeigten dass weder 25 %
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HAc noch andere Lésungsmittel (50 % HAc, dH20, 8 M Harnstoff + 5 % HAc und 25/50/75 %
ACN in Wasser + 0,1 % TFA) die Prazipitate aufldsen konnten (Daten nicht gezeigt). Aus un-
terschiedlichen Praparationen konnten im Mittel 0,22 mgwmsp-3/Mgrusionsprotein geWONNEN werden.
Unter Berucksichtigung des Hise-SUMO-Anteils im Fusionskonstrukt entspricht dies einer Aus-
beute von ~ 74 %.

Nach den Untersuchungen zum SUMO-Protease-Verdau der Mfp-3-Fusionsproteine konnte
ein schnelles und effizientes Protokoll zur Hiss-SUMO-Abspaltung sowie Abtrennung des Hise-
SUMO-Anteils im l6slichen Uberstand nach Zentrifugation etabliert werden. Die Experimente
zeigten, dass der Hise-SUMO-tag mafigeblich zur Léslichkeit der Mfp-3 im wassrigen Milieu
in vivo und in vitro beitragt. Im Anschluss an den Verdau konnten die Mfp-3 zum grof3en Anteil
in 25 % HAc resolubilisiert werden. Zur weiteren Lagerung wurden die Proteinlésungen auf
5 % HAc verdinnt und anschlief3end lyophilisiert. Der weif3e Proteinpuder (Probe nicht-modi-
fizierte Mfp-3) wurde bis zur funktionellen Charakterisierung (Kap. 3.3, S. 90) bei - 20 °C gela-
gert.

3.2.2.3 In vitro Modifikation der gereinigten Mfp-3

Fur die Bereitstellung der modifizierten Proteinvarianten sollten Mefp-3 und Mgfp-3 mit der in
Kap. 3.2.1.2 (S. 54) rekombinant hergestellten mikrobiellen Tyrosinase (Hiss-mTyr) funktiona-
lisiert werden. Durch die enzymatische Reaktion der Hiss-mTyr sollten Peptid-gebundene Tyr
zu DOPA hydroxyliert werden. DOPA-enthaltene Proteine werden in der Literatur als Schlis-
selmolekdl fur die Klebeeigenschaften mariner Organismen beschrieben [Deming, 1999; Lee
et al., 2011]. Demnach ist ein Nachweis einer erfolgreichen in vitro Modifikation der Tyr zu
DOPA in den Mfp-3-Sequenzen mit Hiss-mTyr notwendig. Der qualitative Nachweis erfolgte
mittels NBT-Farbung (Kap. 3.2.2.3.1, S. 64). Zudem wurde die Anzahl an Hydroxylierungen in
den Proteinen quantitativ mittels MALDI-TOF/TOF MS-Analyse (Kap. 3.2.2.3.2, S. 65) analy-
siert. Die Ergebnisse beider Analysemethoden sind in den folgenden Kapiteln dargestellt.

3.2.2.3.1 In vitro Modifikation und qualitativer Nachweis von DOPA mittels NBT-Farbung

Zur Optimierung des Aufarbeitungs- und Modifikationsprozesses der Mfp-3 wurde ein effekti-
ves Protokoll entworfen bei dem die Abspaltung des Hiss-SUMO-tags und die Hydroxylierung
sukzessive im gleichen Reaktionsansatz abliefen. Damit sollte eine effektivere Modifikation
der Mfp-3 ermdéglicht werden. Die one-pot-Reaktion wurde wie folgt durchgefiihrt: 1 — SUMO-
Protease-Verdau (Enzym im molaren Verhaltnis von 1:1000) fur 2 h bei 30 °C in 100 mM Na-
Acetat-Puffer (pH 5,5); 2 — Tyrosinase-Reaktion fir 5 h bei 25 °C in 100 mM Na-acetat, 25 mM
Ascorbinsaure, 20 mM Na-Borat, 2 yM CuSOg4 (pH 5,5), 50 pg/mL Hise-mTyr, 0,3 mg/mL Mfp-
3.

In Abb. 3-9 A ist das SDS-PAGE-Gel der one-pot Reaktion beispielhaft flir das Fusionskon-
strukt Hise-SUMO-Mefp-3 zu sehen und in B die entsprechenden Proben im NBT-gefarbten
(Kap. 2.2.6.4.2, S. 46) Western-Blot (WB) zum qualitativen Nachweis von DOPA in der Po-
lypeptidkette. In Spur 1 ist zunachst Hise-SUMO-Mefp-3 nach chromatografischer Reinigung
(Kap. 3.2.2.2.1, S. 61) und Lagerung bei - 80 °C vor dem SUMO-Protease Verdau aufgetra-
gen. Wie erwartet, ist die Proteinbande in der Coomassiefarbung deutlich erkennbar und die
NBT-Farbung ist negativ. Nach dem Verdau mit der SUMO-Protease bei 30 °C fur 2 h (Spur
2) sind zwei Banden flir das Hise-SUMO-Protein und fir Mefp-3 nach Coomassiefarbung zu
erkennen (A). Auch fir diese Probe zeigt sich kein NBT-Signal (B). Zum Reaktionsgemisch
wurden nun die Komponenten der Hiss-mTyr-Reaktion gegeben und die Modifikation gestartet.
Nach 5 h wurde die Reaktion beendet und eine Probe enthommen (Spur 3). Die Bande von
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Mefp-3 scheint in der SDS-PAGE etwas diffuser (A). Im NBT-gefarbten WB ist eindeutig DOPA
nachweisbar (B, Spur 3). Im Anschluss wurde das Reaktionsgemisch bei 60000 x g fir 30 min
bei 4 °C zentrifugiert, um das SUMO-Protein, ScUIp1 und die Hise-mTyr (Uberstand, A, Spur
4) vom Zielprotein Mefp-3 (Pellet) zu trennen. Im SUMO-Protein befindet sich ein Tyr, welches
potenziell von der Hise-mTyr zu DOPA hydroxyliert werden kénnte. In der NBT-Farbung (B) ist
jedoch in Spur 4 kein positives Signal zu erkennen. In Hise-SUMO als auch in den Enzymen
ScUIp1 und Hise-mTyr konnten somit keine nachweisbaren Hydroxylierungen detektiert wer-
den. Daher ist davon auszugehen, dass Hise-SUMO und ScUIp1 als auch Hiss-mTyr selbst
vermutlich keine Substrate der Hise-mTyr sind. Modifiziertes Mefp-3 wurde Uber Nacht fiir 16 h
in 50 % HAc bei 4 °C resolubilisiert. Nach Zentrifugation befand sich der Hauptanteil des Ziel-
proteins im Uberstand (Spur 5), wenngleich ein kleines Pellet nicht vollstandig in Lésung ge-
bracht werden konnte. Die NBT-Farbung des Uberstandes war wie erwartet positiv (B, Spur
5). Zur Optimierung des elektrophoretischen Laufverhaltens der mod. Mfp-3 in 25 % HAc
(starke diffuse Banden in Abb. 3-8, S. 63) wurden verschiedene Experimente zur Probenauf-
arbeitung durchgeflhrt (Daten nicht gezeigt). Es zeigte sich, dass das Proben-Pufferverhaltnis
(von 1:1 zu 1:5) die Diffusitat reduzieren konnte und zu einem homogeneren Laufverhalten der
mod. Mfp-3 fihrte (Abb. 3-9 A, Spur 5).

A) SDS-PAGE B) NBT-Farbung
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Abb. 3-9 Enzymatische Abspaltung am Beispiel von Hisg-SUMO-Mefp-3 und in vitro DOPA-
Modifikation von Mefp-3 mit Hise-mTyr

SDS-PAGE Analyse (A) und NBT-gefarbter Western-Blot (B) vor und nach enzymatischen Verdau von
Hise-SUMO-Mefp-3 mit der SUMO-Protease fiir 2 h bei 30 °C und Modifikation von Mefp-3 mit der mik-
robiellen Tyrosinase (Hise-mTyr) bei 25 °C fur 5 h. 1 — Hise-SUMO-Mefp-3 vor SUMO-Abspaltung, 2 —
Nach SUMO-Protease Verdau & vor Hise-mTyr Reaktion, 3 — Nach Reaktion mit Hiss-mTyr, 4 — Uber-
stand nach Zentrifugation (enthalt Hise-SUMO & Hise-mTyr), 5 — Resolubilisiertes Pellet nach Zentrifu-
gation in 50 % HAc (enthalt modifiziertes Mefp-3). Aufgetragen wurden 3 ug Protein 5 yL Marker (M,
PPL Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific). Die Proteine sind entsprechend gekennzeichnet:
Hise-SUMO-Mefp-3 (19,2 kDa), Hiss-SUMO (13,4 kDa) und Mefp-3 (5,83 kDa). Durch den SUMO-Anteil
verandert sich das Laufverhalten beider Zielproteine in der SDS-PAGE auf ca. 24 kDa.

Die Zielprotein-enthaltene Proteinldsung wurde auf 5 % HAc verdinnt und lyophilisiert. Das
Lyophilisat war braun und klebrig und wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei - 20 °C gelagert.
Fir das Fusionskonstrukt Hise-SUMO-Mgfp-3 wurden vergleichbare Resultate in der one-pot
Reaktion erzielt (Kap. 8.2, Abb. 8-9, S.177). Insgesamt konnten aus den verschiedenen Pra-
parationen 0,16 MQmod. mfp-3/MQPFusionsprotein g€WONNeN werden. Dies entspricht unter Berlcksich-
tigung des Hiss-SUMO-Anteils im Fusionskonstrukt einer Ausbeute von ~ 54 % (m/m).

3.2.2.3.2 Bestimmung des Modifizierungsgrades mittels Massenspektrometrie
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Fur die Bestimmung des Modifizierungsgrades von Tyr zu DOPA in der Polypeptidkette wurde
eine MALDI-TOF/TOF MS-Analyse durchgefihrt (Kap. 8.1.2.1.1.2, S. 169). Zunachst wurde
die Anzahl an Hydroxylierungen im Fusionsprotein Hise-SUMO-Mefp-3 untersucht. Die durch-
schnittliche Masse des Zielproteins betragt 19098,10 Da und jede Hydroxylierung fuhrt zu ei-
ner zusatzlichen Masse von ~ 16 Da. Das Fusionsprotein enthalt 11 Tyr (inklusive 1 Tyr im
SUMO-Protein), die potenzielle Hydroxylierungsstellen fir die mikrobielle Tyrosinase (Hise-
mTyr) darstellen. In den Experimenten in Kap. 3.2.2.3.1 (Abb. 3-9, S. 65, Spur 4) zum qualita-
tiven Nachweis von DOPA war fir Hise-SUMO (1 Tyr) kein sichtbares Signal detektierbar. Bei
der massenspektirometrischen Analyse der modifizierten Probe wurde eine Masse von
19259,74 Da nachgewiesen, was ca. zehn Hydroxylierungen entspricht. Die Ergebnisse der
Messung sind dem Anhang zu entnehmen (Kap. 8.1.2, Abb. 8-2, S. 171).

N — ADYYGPNYGPPRRYGGGNYNRYNRYGRRYGGYKGWNNGWNRGRRGKYW = C

Y — Potenzielle Hydroxylierungsstelle

Abb. 3-10 Aminosauresequenz von Mefp-3 mit den potenziellen Hydroxylierungsstellen fiir die
Modifikation durch Hise-mTyr (Y)

Im Anschluss sollte die Anzahl an Hydroxylierungen in Mefp-3 nach SUMO-Abspaltung und
Modifikationsreaktion bestimmt werden. Zum Vergleich wurde eine Probe unmod. Mefp-3 nach
SUMO-Abspaltung ebenfalls analysiert und es konnte, wie zu erwarten, eine mono-isotopische
Masse von 5828,73 Da nachgewiesen werden (Abb. 3-11 A, S. 67). Zusatzlich konnte im ISD-
Fragmentspektrum die vollstandige Sequenz von Mefp-3 (Abb. 3-10) bestatigt werden. Die
Ergebnisse der ISD-Analyse sind dem Anhang zu entnehmen (Kap. 11, Abb. 11-5 und Tabelle
11-1).

Es folgte die MALDI-TOF/TOF MS-Analyse von mod. Mefp-3 nach der enzymatischen Hydro-
xylierungsreaktion. Wie in Kap. 3.2.2.3.1 (S. 64) beschrieben, liegt mod. Mefp-3 nach der Re-
aktion mit Hise-mTyr anteilig in 25 % HAc l6slich und unléslich vor. Beide Spezies wurden
mittels MS analysiert und werden im Folgenden ,mod. Mefp-3 (16slich)“ und ,mod. Mefp-3 (Pel-
let)* benannt. In der Probe ,mod. Mefp-3 (I6slich)“ (Abb. 3-11 B) konnten Spezies mit 1 — 10
zusatzlichen OH-Resten nachgewiesen werden, wobei die Signalintensitat mit zunehmender
Anzahl an Hydroxylierungen abnimmt. Die Massenzunahme um ca. 16 Da ist entsprechend
gekennzeichnet (grin). Somit liegt ein Proteingemisch von mod. Mefp-3 vor und der Hauptan-
teil ist ein- bis vierfach hydroxyliert. Die Pelletprobe wurde in Vorbereitung auf die MS-Analyse
fur 12 hin 5 M GdmCI inkubiert. Das Pellet konnte vollstandig gelést werden und die Lésung
zeigte eine dunkelbraune Farbung, die fir hydroxyliertes Mefp-3 charakteristisch ist. In der
Probe ,mod. Mefp-3 (Pellet)* (Abb. 3-11 C) wurden interessanterweise vermehrt Spezies mit
einer héheren Anzahl an Hydroxylierungen (6 — 10) detektiert. Zudem konnten zwei weitere
Massen mit einer Massenzunahme um 16 Da nachgewiesen werden. Da in der Sequenz von
Mefp-3 nur zehn potenzielle Hydroxylierungsstellen flir die Hiss-mTyr vorkommen, ist davon
auszugehen, dass einige DOPA-Seitenketten erneut hydroxyliert wurden. Bei dieser Reaktion
entsteht 3,4,5-Trihydroxyphenylalanin (TOPA). TOPA konnte bereits in einem synthetisch her-
gestellten Decapeptid (AKPSYHypHypTYK) nach Inkubation mit der kommerziellen Pilz-Tyro-
sinase (Sigma) nachgewiesen werden [Burzio und Waite, 2002]. Diese Hypothese der Ausbil-
dung von TOPA innerhalb von Mefp-3 konnte jedoch im Rahmen der Arbeit nicht experimentell
bestatigt werden. Der Nachweis der mehrfachen hydroxylierten Proteinspezies in ,mod. Mefp-
3 (Pellet)* (Abb. 3-11 C) erklart das verstarkte Koazervationsverhalten. Je mehr DOPA in
Mefp-3 enthalten ist, desto starkere Interaktionen kann es eingehen.
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Abb. 3-11 MALDI-TOF/TOF MS-Analyse von Mefp-3 vor und nach der Reaktion mit der mikrobiel-
len Tyrosinase (Hise-mTyr) zur Bestimmung des DOPA-Gehalts

MALDI-TOF/TOF-Massenspektren der nicht-modifizierten und modifizierten Mefp-3 Proben nach chro-
matografischer Auftrennung mittels HPLC (Kap. 8.1.2.1.1.1, S. 168) zur Auftrennung der unterschied-
lich stark modifizierten Proteinspezies. Im Anschluss erfolgte die MALDI-TOF/TOF MS-Analyse (,Dried-
droplet‘-Praparation mit 65 % DHB-Matrix, Reflektormodus) (Kap. 8.1.2.1.1.2, S. 169). A — nicht-mod.
Mefp-3 (vor der Modifikationsreaktion), B — mod. Mefp-3 (I8slich), C — mod. Mefp-3 (Pellet). Jede Hyd-
roxylierung eines Tyr fihrt zu Massenzunahme von ~ 16 Da (Kennzeichnung in grtin). Nicht-mod. Mefp-
3 besitzt eine monoisotopische Masse von 5827,76 Da.

Fazit: Mit diesem Experiment wurde gezeigt, dass nach der Modifikationsreaktion mit der Hise-
mTyr verschieden stark hydroxylierte Proteinspezies von Mefp-3 generiert wurden. Im 18sli-
chen Anteil von mod. Mefp-3 (Abb. 3-11 B, S. 67) konnten 1 — 10 zusatzliche OH-Reste nach-
gewiesen werden. Anhand der Ergebnisse ist nicht auszuschlie®en, dass auch trihydroxylierte
Produkte entstanden sein kdnnten. In der Literatur konnten bislang nur 30 % (Pilz-Tyrosinase,
Sigma) [Hwang et al., 2007] — 53 % (mikrobielle Tyrosinase) [Do et al., 2017] DOPA in in vitro
modifizierten Muschelful3-basierten Proteinen nachgewiesen werden. Aus den Literaturdaten
ist jedoch nicht ersichtlich, ob es sich um ein Gemisch unterschiedlichen Hydroxylierungsgra-
des handelt oder ein Tyr an Position x mehrfach hydroxyliert wurde (TOPA). Eine detaillierte
Analyse der Proteoformen nach Hydroxylierungsreaktion Mfp-basierter Sequenzen ist bislang
nicht in der Literatur gezeigt. Fur die weitere funktionelle Charakterisierung und die optimale
Bindung der Mfp-3 an die Zieloberflache SiO- in den materialwissenschaftlichen Untersuchun-
gen (Kap. 3.3, S. 90), wurde der l6sliche Anteil verwendet. Die I6slichen Mfp-3 gewahrleisten
eine gute Adhasion, wahrend Mfp-3 im Pellet durch das Vorhandensein von Spezies mit einer
hoéheren Anzahl an Hydroxylierungen verstarkt intra- und intermolekulare Wechselwirkungen
(kohasive Krafte) ausbilden.

3.2.3 Designer-Protein 1A/B — Variante

Im Anschluss an die Aufarbeitung und Modifikation der adhasiven Einzelblécke (Kap. 3.2.2,
S. 58) werden in diesem Kapitel die Ergebnisse der Designer-Proteine (DP) DP1A und DP1B
vorgestellt. Diese bestehen aus einer Kombination aus adhasiven und kohasiven Protein-Bl6-
cken, die bereits in Kap. 3.1.1.2 (S. 52) vorgestellt wurden. Der kohasive Block in DP1A/B
besteht aus ELP-Sequenzen basierend auf der Arbeit von [Desai et al., 2016]. Als adhasive
Einheit enthalt DP1A das MuschelfuBprotein-3 aus M. edulis (Mefp-3) und DP1B, das



3 Ergebnisse 68

homologe Protein aus M. galloprovincialis (Mgfp-3). DP1A und DP1B wurden, wie die adhasi-
ven Einzelblécke als Hise-SUMO-Fusionsproteine designt. Die Fusion soll wie bereits be-
schrieben die Loslichkeit sowie die Produktion der rekombinanten Proteine positiv beeinflus-
sen.

In den folgenden Kapiteln sind die Ergebnisse von DP1A/B zur heterologen Produktion in
E. coli (Kap. 3.2.3.1, S. 68), der chromatografischen Reinigung Utber den Hise-SUMO-tag
(Kap. 3.2.3.2.1, S. 70), der Reinigung mittels Hitzefallung (Kap. 3.2.3.2.2, S. 74) sowie der
in vitro Modifikation mit der mikrobiellen Tyrosinase (Kap. 3.2.3.3, S. 80) gezeigt.

3.2.3.1 Heterologe Produktion in E. coli

3.2.3.1.1 Heterologe Produktion im Schiittelkolbenmal3stab

Die experimentellen Bedingungen zur Gensynthese, Klonierung und zur Expression finden
sich im Kapitel Material und Methoden (Kap.2.2.2.1, S. 33; Kap. 2.2.3.1, S. 36). Die generier-
ten Expressionsplasmide wurden wie folgt bezeichnet (Tabelle 2-5, S. 28): pJOE_DP1A (mit
Gensequenz des Mefp-3 aus M. edulis) und pJOE_DP1B (mit Gensequenz des Mgfp-3 aus
M. galloprovincialis).

Im Anschluss an die Etablierung der Induktions- und Produktionsbedingungen von DP1A/B
erfolgte die Kultivierung von E. coli BW3110 unter folgenden Bedingungen: 100 mL TB-
Medium, Induktion mit 5 mM L-Rhamnose, Tvor Induktion = 37 °C, Tindukion = 25 °C, t = 22 h.
Die Reduktion der Temperatur zum Zeitpunkt der Induktion war notwendig, um die Ausbildung
von intra- und intermolekularen (3-Helix-Strukturen durch die ELP-Domane in den Zielproteinen
wahrend der Produktion zu vermeiden. In der SDS-PAGE-Analyse der 1/ODgoo-Proben war fur
beide Zielproteine erst zum Zeitpunkt der Ernte nach 22 h Induktion mit 5 mM Rhamnose eine
Expressionsbande detektierbar (Kap. 8.2, Abb. 8-10 A, S. 177, DP1A: Spur 6, DP1B: Spur 10).
Durch das zu Grunde liegende positiv regulierte Expressionssystem wurde eine Basalexpres-
sion ohne Induktor vermieden. DP1A/B laufen etwas hoher als ihr theoretisches MW, was auf
den ELP-Teil zurickzuflhren ist. Dies wurde bereits in der Literatur fir ELP- enthaltene Pro-
teinsequenzen beschrieben [McPherson et al., 1996]. Zusammenfassend waren die Experi-
mente zur Produktion von DB1A/B in TB-Medium erfolgreich und zeigten, dass sich der Haupt-
anteil der Zielproteine in der |6slichen Zellfraktion anreicherte (Kap. 8.2, Abb. 8-10 B, S. 177,
DP1A: Spur 3, DP1B: Spur 7).

3.2.3.1.2 Heterologe Produktion in E. coli im Bioreaktormal3stab

Zur Bereitstellung von ausreichenden Mengen fir die materialwissenschaftlichen Untersu-
chungen (Kap. 3.3, S. 90) erfolgte die Produktion von DP1A und DP1B im 15 L Malfstab in
E. coli BW3110 basierend auf den Ergebnissen im Schittelkolbenmalistab (SK)
(Kap. 3.2.3.1.1, S. 68). Die Fermentationsbedingungen sind in Kap. 2.2.3.1.2 (S. 37) beschrie-
ben.

In Abb. 3-12 A (Produktion von DP1A) und C (Produktion von DP1B) sind die Verlaufe der
Offline-Daten der optischen Dichte (ODsoo), der Glucosekonzentration sowie der Glycerinkon-
zentration gezeigt. Vergleicht man die beiden Prozesse sind das Zellwachstum, der Glucose-
verbrauch und die Glycerinkonzentration wahrend der Fermentation von E. coli BW3110 ahn-
lich. Nach Verbrauch der Batch-Glucose (5 g/L) erfolgte die kontinuierliche Zufutterung mit
140 g/h Glycerin (Zeitpunkt 1). Bei einer ODggo von ca. 30 wurde die Temperatur von 37 °C
auf 25 °C reduziert und der Feed auf 100 g/h Glycerin herabgesetzt (Zeitpunkt 2), um ein kon-
tinuierliches Wachstum Uber die Nacht zu gewahrleisten. Zur Kontrolle wurden die
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Glycerinkonzentrationen mit dem Glycerol Assay Kit der Firma Megazyme diskontinuierlich
verfolgt. Die Ergebnisse dieser Messungen in Abb. 3-12 A und C zeigen, dass die Glycerin-
konzentration wahrend des gesamten Prozesses konstant (ca. 0,06 g/L) blieb. 30 min nach
Temperatursenkung wurde die Proteinexpression durch Zugabe von L-Rhamnose (Endkon-
zentration 5 mM, Zeitpunkt 3) induziert. Nach einer Induktionszeit von 15,5 h erreichte die op-
tische Dichte in beiden Prozessen einen Wert von ca. 64 und die Fermentationen wurden be-
endet (Zeitpunkt 6).
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Abb. 3-12 Ergebnisse zur heterologen Produktion von DP1A und DP1B E. coli BW3110 im 15 L
Bioreaktormafstab

A und B — Ergebnisse zur heterologen Produktion von DP1A. C und D — Ergebnisse zur heterologen
Produktion von DP1B. A und C — Wachstumskurve, Glucoseverbrauch und Glycerinkonzentration wah-
rend der Fermentation von E. coli BW3110 unter der getesteten Expressionsbedingung. Zeitpunkte: 1
— Start der kontinuierlichen Zufutterung mit 140 g/h (Glycerin), 2 — Reduktion der Temperatur von 37 °C
auf 25 °C, Herabsetzen der Zufutterung mit Glycerin auf 100 g/h, 3 — Induktion mit 5 mM Rhamnose, 4
und 5 — 1/0D Probennahme, 6 — 1/0D Probennahme 15,5 h und Zellernte. B und D — Western-Blots
der 1/ODeoo-Proben vor und nach den verschiedenen Induktionszeiten (0 h — 15,5 h) sowie die Kontrolle
(K, 1/0D-Probe zum Zeitpunkt der Zellernte der jeweiligen SK-Kultivierung). Zusatzlich ist in B die Los-
lichkeitsverteilung von DP1A im Resuspensionspuffer (10 mM Tris-HCI, 100 mM Natriumphosphat,
1 mM PMSF; pH 8.0) gezeigt: RE — Rohextrakt/Lésliche Fraktion, P — Unlésliche Fraktion/Zellpellet.
Aufgetragen wurden 10 uL der 1/OD-Proben, 20 ug RE und 5 pyL Marker (M, PPL, Prestained Protein
Ladder, Thermo Scientific). Die Zielproteine DP1A und DP1B sind gekennzeichnet (theoretisches Mo-
lekulargewicht DP1A: 57,9 kDa; DP1B: 57,4 kDa). Die Plasmidstabilitit von pJOE_DP1A und
pJOE_DP1B in E. coliBW3110 wurde zu folgenden Zeitpunkten tberprift: vor Induktion, 1,5 h Induktion
und Ernte. Uber den gesamten Kultivierungszeitraum lag diese bei 100 % (Daten nicht gezeigt).

Der Proteinnachweis der Zielproteine erfolgte mittels SDS-PAGE und Western-Blot. Anhand
der 1/ODegoo-Proben in der WB-Analyse ist zu erkennen, dass DP1A/B bereits nach 1,5 h und
auch zum Endpunkt der Kultivierung nachweisbar waren (Abb. 3-12 B: DP1A, D: DP1B). Vor
Induktion ist jeweils keine Bande auf der Hohe der Zielproteine zu erkennen. Als Positivkon-
trolle (K) wurden die 1/0ODsoo-Proben zum Zeitpunkt der Ernte aus den SK-Versuchen aufge-
tragen. Fur DP1A zeigt die Kontrolle (Abb. 3-12B, Spur 5) eine vergleichbare
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Bandenintensitat. Im Gegensatz dazu konnte die Produktion von DP1B (Abb. 3-12 D, Spur 4)
wahrend der Fermentation im Gegensatz zur SK-Kultivierung (Abb. 3-12 D, Spur 5) erhdht
werden. Fur die folgenden Experimente zur Reinigung von DP1A/B (Kap. 0, S. 70) wurde die
Loslichkeit beider Proteine untersucht. Als Resuspensionspuffer wurde ein in der Literatur be-
schriebener Tris/Natrium-Phosphat-basierter Puffer eingesetzt (10 mM Tris-HCI, 100 mM Nat-
riumphosphat, 1 mM PMSF; pH 8.0), der flir die chromatografische Reinigung vom Muschel-
fuBprotein-3 aus M. galloprovincialis (Mgfp-3) verwendet wurde [Hwang et al., 2005] und auch
fur die Reinigung ELP-enthaltener Zielproteine mittels Inverse transition cycling beschrieben
ist [Meyer und Chilkoti, 2002] (Kap. 3.2.2.2.1, S. 61). Nach Zellaufschluss und Zentrifugation
erfolgte die Analyse des Rohextraktes (RE) und der unléslichen Fraktion (P) mittels SDS-
PAGE. Die Untersuchung der Léslichkeitsverteilung ergab, dass sich der Hauptanteil von
DP1A/B in der I6slichen Zellfraktion anreicherte. Die Analyse ist beispielhaft fur DP1A gezeigt
(Abb. 3-12 B, Spur 7).

Zusammenfassend war die Produktion von DP1A und DP1B in E. coli BW3110 erfolgreich. Die
Ergebnisse der Fermentationen sind in Tabelle 3-4 zusammengefasst. Nach Abtrennung des
Fermentationsuberstandes wurden ca. 2 kg BFM gewonnen.

Tabelle 3-4 Resultate der heterologen Produktion von DP1A und DP1B in E. coliBW3110im 30 L
Bioreaktor

Zielprotein Vstart (L) VFinal (L) Finale optische Dichte (ODseoo) BFM (kg)
DP1A 15 17 64,6 2,1
DP1B 15 18 63,7 23

3.2.3.2 Reinigung der DP1-Proteine

Die Etablierung einer Reinigungsstrategie fur die Designer-Proteine 1A/B (DP1A enthalt die
Mfp-3 Sequenz aus M. edulis und DP1B enthalt die Mfp-3 Sequenz aus M. galloprovincialis)
erfolgte parallel aus rekombinanten E. coli Zellen (Kap. 3.2.3.1.2, S. 68). Die Muschelfulpro-
teine-3 aus M. galloprovincialis (Mgfp-3) und M. edulis (Mefp-3) weisen eine Ahnlichkeit von
58,3 % (Abb. 1-9, S. 15) auf. Mefp-3 wurde bislang nicht rekombinant produziert. Die Isolie-
rung des nativen Proteins aus M. edulis bildete jedoch in den letzten Jahrzehnten die Grund-
lage fir eine detaillierte Charakterisierung von Mefp-3 als Klebeprotein [Even et al., 2008;
Floriolli et al., 2000; Hwang und Waite, 2012; Papov et al., 1995; Waite und Andersen, 1978a].
Anhand der zugrunde liegenden Proteinsequenz und dem Sequenzvergleich beider Mfp-3 war
nicht von einem unterschiedlichen Reinigungsverhalten auszugehen. Sequenzspezifische Un-
terschiede, insbesondere aufgrund von Anzahl und Anordnung der Tyr, sind eher in den ma-
terialwissenschaftlichen Untersuchungen zu erwarten.

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse von zwei unterschiedlichen Reinigungsme-
thoden vorgestellt: die chromatografische Reinigung mittels IMAC (Kap. 3.2.3.2.1, S. 70) und
das Inverse transition cycling (ITC) (Kap. 3.2.3.2.2, S. 74), bei dem der reversible Temperatu-
ribergang des ELP-Blocks genutzt wird. Beispielhaft werden Resultate fir DP1A oder DP1B
gezeigt. Die Aufarbeitungen waren unabhangig von der Reinigungsmethode fir beide DP1
vergleichbar.

3.2.3.2.1 Chromatografische Aufarbeitung der DP1-Proteine
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Zu Beginn erfolgte die Aufarbeitung von DP1A/B mittels Affinitdtschromatografie tGber den N-
terminalen Hisg-SUMO-fag im kleinen Malfistab mittels Hise-Gravity-Columns (CV = 1 mL,
Kap. 3.2.3.2.1.1, S. 71), gefolgt von einer MalistabsvergréRerung auf eine Chromatografie-
séule mit einem Saulenvolumen von 11,5 mL fir ein AKTA pure System (Kap. 3.2.3.2.1.2,
S.72).

3.2.3.2.1.1 Proteinreinigung im 1 mL Mal3stab

Die experimentellen Bedingungen sind in Kap. 2.2.5.1.3 (S. 42) beschrieben. Als Puffer wurde
ein Tris/Natrium-Phosphat-basierter Puffer (pH 8,0) verwendet, der in der Literatur zur chro-
matografischen Reinigung von Mgfp-3 beschrieben ist [Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005].
Fir die Reinigung von ELP-Sequenzen wird in der Literatur ebenfalls ein Tris- oder Natrium-
Phosphat-basierter Puffer empfohlen [Meyer und Chilkoti, 2002]. Die Elution erfolgte in drei
Schritten: 500 mM Imidazol (1), 1 M Imidazol (2) und 1 M Imidazol + 6 M Harnstoff (3).
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Abb. 3-13 Chromatografische Reinigung von DP1B aus E. coli BW3110

A — 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungs-
verlauf der IMAC (His-Gravi-Traps, GE Healthcare). M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range
Protein Ladder, Thermo Scientific), RE —Rohextrakt, P — Unlésliche Fraktion/Zellpellet, DL — Durchlauf,
W — Waschfraktion, E1 bis E5 — Elutionsfraktionen. Schritte der Elution: 1 — 500 mM Imidazol, 2 -1 M
Imidazol, 3 — 1 M Imidazol + 6 M Harnstoff. Es wurden 20 ug vom RE und DL, und 10 yL der anderen
Proben (aus einer 1:3 Verdinnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 uyL Marker aufgetragen. Das
Zielprotein DP1B ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 57,4 kDa). B — Western-Blot der
finalen Elutionsfraktion E5. Marker (M, PPL, Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific).

Im SDS-PA-Gel (Abb. 3-13 A) sind zunachst die Proben nach Zellaufschluss und Zentrifuga-
tion zur Abtrennung der Zelltrimmer (Spur 1) gezeigt. Das Zielprotein liegt zum Haupanteil in
der |8slichen Fraktion (Spur 2) vor. In den Proben der Durchlaufe (Spur 4 + 5) und der Wasch-
fraktionen (Spur 6 — 8) konnten erfolgreich Verunreinigungen abgetrennt werden. Im ersten
Schritt der Elution mit 500 mM Imidazol lief3 sich ein Protein mit einem Molekulargewicht von
ca. 18 kDa (Spur 10) nachweisen. Mit 1 M Imidazol (Elutionsschritt 2) sind geringe Mengen an
DP1B in den Fraktionen E3 (Spur 11) und E4 (Spur 12) detektierbar. Der Hauptanteil von
DP1B konnte im 3. Schritt (1 M Imidazol + 6 M Harnstoff, Spur 13) eluiert werden. Das Resultat
dieses Experiments zeigte, dass die Bindung von DP1B an das Chromatografiematerial nicht
nur auf dem Hiss-SUMO-tag beruht, sondern auch auf den hydrophoben Interaktionen mit der
Saulenmatrix (Ni(ll)-Sepharose 6 fast flow). Da Mefp-3 dieses Verhalten nicht zeigte
(Kap. 3.2.2.2, S. 61), sind diese Wechselwirkungen auf die ELP-Domane in DP1B zurlickzu-
fuhren. In Abb. 3-13 B ist die Western-Blot-Analyse des gereinigten DP1B (Spur 2) gezeigt.
Aus diesem Ansatz konnten 0,56 mg reines DP1B aus 5 g BFM gewonnen werden.
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Zusammenfassend war die Reinigung von DP1B mittels Affinitdtschromatografie im kleinen
Malistab erfolgreich. Zur Proteinidentifizierung wurde die Gelbande der Elutionsfraktion 5
(Abb. 3-13, Spur 13) massenspektrometrisch untersucht. Die ESI-MS/MS-Analysen wurden
von Frau Dr. Schierhorn (Institut fir Biochemie und Biotechnologie, MLU Halle) durchgefuhrt.
Zum Vergleich erfolgte der Verdau zum einen mit Trypsin als auch mit einem Gemisch aus
Trypsin und Chymotrypsin zur Generierung unterschiedlicher Peptidfragmente. Es konnten 16
sequenzspezifische Peptide aus dem tryptischen Verdau (Kap. 8.1.3, Abb. 8-5, S. 173 und
Tabelle 8-5, S. 173) und 15 sequenzspezifische Peptide von DP1B aus dem Verdau mit
Trypsin und Chymotrypsin (Kap. 8.1.3, Abb. 8-6, S. 174 und Tabelle 8-6, S. 174) nachgewie-
sen werden. Die chromatografische Reinigung mittels IMAC von DP1B erwies sich somit als
erfolgreich. Vergleichend erfolgte die chromatografische Reinigung zur Reinigung von DP1A.
Die Ergebnisse dieser Experimente sind dem Anhang zu entnehmen (Kap. 8.2, Abb. 8-11,
S. 178). Aus diesen Untersuchungen zeigte sich, dass der Hauptanteil von DP1A ebenfalls
erfolgreich im 3. Schritt (1 M Imidazol + 6 M Harnstoff) eluiert werden konnte. Unterschiede in
der Aminosauresequenz der beiden DP1-Proteine, haben demnach keinen Einfluss auf das
Elutionsverhalten wahrend der Affinitdtschromatografie. Mittels MALDI-TOF-TOF MS-Analyse
wurde die Intact mass der Elutionsfraktion 3 bestimmt. Es konnten insgesamt drei verschie-
dene Ladungszustéande des Proteins mit einer durchschnittlichen Masse von 57804,6 Da in
dem aufgenommenen Massenspektrum beobachtet werden (Kap. 8.1.2, Abb. 8-3, S. 171). Die
intakte Masse des einfach geladenen Molekil-lons von DP1A konnte im Massenspektrum bei
m/z von 57649,7 Da nachgewiesen werden, welche nur eine geringe Abweichung zur theore-
tischen monoisotopischen Masse von 57692,36 Da aufweist. Somit wurde auch DP1A in der
finalen Probe (Kap. 8.1.2, Abb. 8-3, S. 171, Spur 8) nach der chromatografischen Reinigung
erfolgreich mittels MS nachgewiesen. Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgte die Ubertra-
gung auf einen groBeren MaRstab zur chromatografischen Reinigung von DP1 an einem AKTA
pure System (Kap. 3.2.3.2.1.2).

3.2.3.2.1.2 Proteinreinigung von DP1A im préparativen Mal3stab mittels Chromatographie
(CV=11,65mL)

Im Anschluss an die Etablierung der chromatografischen Reinigung von DP1A/B im 1 mL Mal3-
stab erfolgte eine MaRstabsvergroRerung zur Reinigung von DP1A an einem AKTA pure Sys-
tem. 192,5 g der E. coli Biofeuchtmasse wurden mechanisch aufgeschlossen (Kap. 2.2.3.2.1,
S. 38) und nach Abtrennung der Zelltrimmer durch Zentrifugation wurde der Rohextrakt (RE)
auf eine Ni(ll)-Sepharose-Saule (CV = 11,5 mL) aufgetragen.

Im Gegensatz zu den vorherigen Experimenten unter Verwendung der His-Gravity-Columns
(Kap. 3.2.3.2.1.1, S. 71), in denen der Hauptanteil der DP1 erst mit 1 M Imidazol und 6 M
Harnstoff im Puffer eluiert wurde, erfolgte die Elution des Zielproteins in dem gré3eren Ansatz
bereits mit einer geringeren Konzentration an Imidazol (500 mM). Zu dem unerwarteten Eluti-
onsverhalten zeigten sich in der SDS-PAGE starke Verunreinigungen (Anhang, Abb. 8-12,
S. 178). Die Elutionsfraktionen E3 — E5 (Abb. 8-12 B, S. 178) der 1. IMAC wurden vereint. Es
erfolgte eine Dialyse in Puffer A ohne Imidazol und die Probe wurde auf eine 2. IMAC (Ni(ll)-
Sepharose, CV = 11,5 mL) aufgetragen. Nach einem 2. Waschschritt mit 5 % Puffer B sollte
die Elution in einem linearen Gradienten (50 % Puffer B) erfolgen. Die Ergebnisse sind in Abb.
3-14 dargestellt. Im Chromatogramm zeigte sich, dass ein Hauptpeak bereits bei 5 % Puffer B
(2 250 mM Imidazol) eluierte (Abb. 3-14 A). Die Proben wurden mittels SDS-PAGE analysiert
und sind in Abb. 3-14 B gezeigt. Es war keine Proteinbande auf der erwartenden Héhe von
DP1A ersichtlich. Allerdings konnten intensive Banden verschiedenen Molekulargewichts,
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insbesondere bei ca. 19 kDa in allen Elutionsfraktionen (Spur 4 — 11) detektiert werden. An-
hand der Gréle kdnnte es sich um ein Proteinfragment mit Hise-SUMO-Anteil handeln. Als
Kontrolle (Spur 12) wurde die Elutionsprobe aus der Reinigung im kleinen Mafstab (His-Spin-
Traps) vergleichend mit aufgetragen. Die Western-Blot-Analyse ausgewahlter Proben der Auf-
arbeitung sollte einen besseren Einblick in die Beschaffenheit der Proteine wahrend der chro-
matografischen Reinigung geben. Das Ergebnis in Abb. 3-14 C zeigt, dass das Zielprotein
nach der 1. IMAC nahezu vollstandig abgebaut wurde. In den vereinten Elutionsfraktionen
(Spur 3) waren nur noch Spuren von intaktem DP1A nachzuweisen. Nach der Dialyse verblieb
der Hauptanteil der DP1A-Fragmente in der I8slichen Fraktion (Spur 5) und eluierte mit 5 %
Puffer B in der 2. IMAC (Spur 9 und 10).

A —— Absorptionssignal 280 nm —— Leitfahigkeit
1000 - Konzentration Puffer B 45 100

40 190

— X

<D( 800 35?— 80 ;LJ,

£ O470 =

— 1 30(/_) (o]

E 600 £l60'5

2 12571 o

~N ‘o150

5 20%{ O

E=] 400 - = 40 '©

o 150 =]

5] {30 5

@ [ N

2% 200 10] 59 S

2. 15 1 X

DL w 0
0 ’ T T T Il l 0 40
0 50 100 150 200
Volumen (mL)
B) 5% Puffer B C) __1.IMAC__ Dialyse __ 2.IMAC
M DL W E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 EB K kDa DLW E M L P DL W E2 E3 M K
= . l95.0 - ™
DP1A 72.0 - e g L “ -DP1A
55.0 — v L] ’“
la3.0 ] -»

34.0 —

26.0 —
Hisg- .
SUMO ? Hise-
SUMO ?
17.0 —

12 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 12 3456:78910111213

Abb. 3-14 Untersuchungen zur chromatografischen Reinigung (2. IMAC) von DP1A

A) Chromatogramm der 2. IMAC zur Reinigung von DP1A. Absorptionssignal bei 280 nm in mAU
(schwarz), Leitfahigkeit in mS/cm (blau) und der Elutionsgradient (Puffer B in %) (grin). Puffer: A —
10 mM Tris-HCI, 100 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl (pH 8,0); B — 10 mM Tris-HCI, 100 mM Nat-
riumphosphat, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol (pH 8,0). DL — Durchlauf, W — Waschfraktion, 1 bis 8 —
Elutionsfraktionen. B) 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus
dem Reinigungsverlauf der 2. IMAC. M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder,
Thermo Scientific), DL — Durchlauf, W — Waschfraktion, E1 bis E8 — Elutionsfraktionen, K — Kontrolle,
Gereinigtes DP1A aus der Reinigung im kleinen MaRstab (His-Spin-Traps). Auftragung: 20 ug DL, 10 uL
der anderen Proben (aus einer 1:3 Verdiinnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 uL Marker. C) Wes-
tern-Blot Analyse nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf der 1.
Und 2. IMAC. M - Marker (PPL, Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific), L — Lésliche Fraktion
nach Dialyse und Zentrifugation, P — Unldsliche Fraktion nach Dialyse und Zentrifugation, E2 — E3 —
Elutionsfraktionen 2 und 3 der 2. IMAC. Auftragung: 20 ug DL, 10 uL der anderen Proben (aus einer 1:3
Verdiinnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 uL Marker. Das Zielprotein DP1A ist gekennzeichnet
(theoretisches Molekulargewicht: 57,9 kDa).

Aus diesem Experiment lasst sich ableiten, dass DP1A wahrend der chromatografischen Rei-
nigung so fragmentiert wurde, dass kein vollstandiges Zielprotein mehr vorhanden war. In an-
schlielenden Experimenten zur Proteinstabilitat zeigte sich, dass die Verweildauer im RE
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einen Einfluss auf die Stabilitat von DP1A und DP1B hat (Daten nicht gezeigt). Dadurch lieRRen
sich zunachst die unterschiedlichen Ergebnisse der Vorversuche zur Reinigung (Aufarbeitung
aus 1,5 g BFM, Abb. 3-13, S. 71) und dem Hauptversuch (Aufarbeitung aus 192,5 g BFM, Abb.
3-14) erklaren. Da der Zeitraum von Zellaufschluss bis zur Beladung der Ni(ll)- Sepharose-
Saule im gréReren Malistab deutlich zunimmt (wenige Minuten bis mehrere Stunden), unterlag
DP1A méglicherweise einem Abbau durch Proteasen. Dieses Ergebnis war aus zwei Griinden
unerwartet. Zum einen wurde beim Protein-Design auf die Vermeidung von Proteaseschnitt-
stellen (fur die Arbeit in E. coli) geachtet und zum anderen wurde ein Protease-Inhibitor-Cock-
tail (cOmplete™, EDTA-frei, Roche) verwendet und bis zur Auftragung auf die IMAC auf Eis
gearbeitet.

Da fiir die geplanten materialwissenschaftlichen Untersuchungen (Kap. 3.3, S. 90) und die Te-
stung der Bindeeigenschaften die intakten Designer-Proteine mit der Kombination aus adha-
siven und kohasiven Sequenzblécken getestet werden sollten, wurde eine Vielzahl von Expe-
rimenten durchgefihrt, um eine Lésung fir diese Abbauproblematik von DP1A/B zu finden.
Daflir wurden verschiedene Ansatze getestet, wie die Untersuchung verschiedener Protease-
Inhibitoren: PMSF [Brungardt et al., 2020], cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail von Roche
[Nallamsetty und Waugh, 2007], Protease Inhibitor Mix Ill von Genaxxon [Genaxxon, 2015],
1 M KCI [Ayyash et al., 2013], sowie der Aufschluss und die Reinigung unter denaturierenden
Bedingungen (Harnstoff und Guanidiniumchlorid) [Haneskog, 2006]. Die Ergebnisse dieser
Experimente lassen sich wie folgt zusammenfassen. Die Zugabe von 1 M Kaliumchlorid zur
Inhibierung von Proteaseaktivitat wahrend des Zellaufschlusses zeigte das beste Ergebnis.
Die Zielproteine DP1A/B waren im Rohextrakt unter Verwendung eines Puffers mit der ent-
sprechenden KCI-Konzentration bis zu 24 h auf Eis stabil. Dieses Resultat deutet auf proteo-
lytischen Abbau des Zielproteins hin. Dennoch kam es unter Verwendung von KCI in den Puf-
fern auch wahrend der chromatografischen Reinigung zum Abbau von DP1A/B. Trotz ver-
schiedener weiterer Versuche konnte die Fragmentierung im Verlauf der Proteinaufarbeitung
unter verschiedenen Bedingungen mittels Chromatografie und Dialyse nicht vollstandig unter-
bunden werden. Auch eine umfangreiche massenspektrometrische Analyse konnte keine Auf-
klarung des Abbaus erbringen. Zusatzlich erfolgten Untersuchungen zur Hitzefallung und Ace-
ton-Extraktion als alternative Aufarbeitungsmethoden zur Vermeidung des Abbaus. Jedoch
fuhrten diese Experimente auch nicht zur Gewinnung von Volllangen-DP1A (Daten nicht ge-
zeigt).

Da die Fragmentierung der DP1 wahrend der chromatografischen Reinigung im gréReren
Mafstab im Rahmen dieser Arbeit nicht unterbunden werden konnte, wurde im Anschluss das
Inverse transition cycling (ITC) als Methode untersucht (Kap. 3.2.3.2.2, S. 74).

3.2.3.2.2 Reinigung der DP1-Proteine mittels Inverse transition cycling

Als alternative Reinigungsstrategie der DP1-Proteine wurde das Inverse transition cycling
(ITC) getestet. DP1A/B enthalten als kohasiven Block ein Elastin-ahnliches Polypeptid (ELP).
Das ITC-Verfahren wird klassisch zur Reinigung ELP-haltiger Zielproteine genutzt, um diese
spezifisch von den anderen Wirtsproteinen abzutrennen (Kap. 1.4.2.1, Abb. 1-13, S. 21). Fir
die Reinigung wurde das Protokoll basierend auf der Arbeit von Meyer und Chilkoti [Meyer und
Chilkoti, 2002] verwendet. Zu Beginn wurden verschiedene Bedingungen in Vorversuchen un-
tersucht, um daraus die beste Kombination fur die Reinigung der DP1 mittels ITC zu ermitteln.
Als Basispuffer wurde ein Natriumphosphat-basierter Puffer verwendet: 100 mM NaH2PO4,
10 mM TRIS, 300 mM NaCl (pH 8,0). Der reversible Ubergang von ELP bei einer bestimmten
Temperatur (T:) kann durch die Auswahl des Salzes und dessen Konzentration im Ansatz
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sowie durch die Temperatur der Lésung kontrolliert werden [MacEwan et al., 2014]. Die Expe-
rimente zur Auswahl des Salzes zeigten, dass der Ubergang in den DP1 auch durch Zugabe
von KCI zum Basispuffer wahrend des ITC stattfindet und KCI firr die weiteren Analysen ver-
wendet werden konnte (Daten nicht gezeigt). Darlber hinaus zeigte KCI einen positiven Effekt
auf die Inhibierung von Proteasen im Rohextrakt. Die Analyse des Reinigungsverlaufs erfolgte
mittels SDS-PAGE und die Proteinkonzentration aller Proben im Reinigungsverlauf wurde mit-
tels BCA-Assay (Kap. 2.2.6.1.2, S. 43) bestimmt. Die Ergebnisse der Vorversuche zur Uber-
gangstemperatur (T:), lonenstarke (KCI-Konzentration), Inkubationsdauer bei T: und die Dauer
der Zentrifugation bei T; sind tabellarisch im Anhang (Tabelle 8-7) zusammengefasst. Daraus
ergab sich die beste Kombination fiir den vollstdndigen thermischen Ubergang der DP1. Der
Versuchsablauf ist in Kap. 2.2.5.2 (S. 42) beschrieben.

Das Ergebnis der Reinigung aus 1,5 g BFM ist flir beide Zielproteine zusammenfassend in
Abb. 3-15 A dargestellt. In der finalen Probe (Spur 2 und 3) war eine Doppelbande auf Hohe
der Zielproteine (DP1A: 57,9 kDa; DP1B: 57,4 kDa) zu erkennen. Zusatzlich wurde ein Protein
mit einer elektrophoretischen GréRe von ~ 38 kDa detektiert, das mittels ITC angereichert
wurde. Anhand der Bandenintensitat in der SDS-PAGE liel3 sich davon ableiten, dass es sich
nur um einen geringen Anteil am Gesamtprotein handelt. In der Western-Blot-Analyse der fi-
nalen Probe wurde ein positives Signal auf Hohe des Zielproteins detektiert, jedoch nicht bei
38 kDa (Daten nicht gezeigt). Der vollstandige Reinigungsverlauf aus 1,5 g BFM ist beispiel-
haft fur DP1B dem Anhang zu entnehmen (Kap. 8.2, Abb. 8-13, S. 179).

Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgte eine Malistabsvergréfierung fiir die Reinigung bei-
der DP1-Proteine. Insgesamt waren die Aufarbeitungszyklen kongruent zum kleinen Maflstab
mit dem signifikanten Unterschied, dass die Zielproteinbande geringer wurde. Mit zunehmen-
der E. coli BW3110 Biofeuchtmasse und der damit einhergehenden verlangerten Dauer des
ITC-Verfahrens, war in der Zielprotein-enthaltenden Fraktion sowohl in der Aufarbeitung aus
8 g als auch aus 500 g BFM hauptanteilig eine Bande bei 38 kDa zu erkennen (Abb. 3-15A).
Vergleichend zu den Ergebnissen zur Reinigung aus 1,5 g BFM zeigte bereits die Malstabs-
vergrofRerung zur Aufarbeitung aus 8 g BFM, dass das Bandenverhaltnis deutlich verschoben
ist (DP1A: Spur 5; DP1B: Spur 7). Ahnlich wie bei der chromatografischen Reinigung
(Kap. 3.2.3.2.1, S. 70) scheint der Abbau stark vom Mafstab und der Dauer der Aufarbeitung
abhangig zu sein. In der SDS-PAGE-Analyse war die Zielproteinbande auf Hohe von
ca. 57 kDa kaum sichtbar. In der Reinigung aus 500 g BFM war nach dem ITC-Verfahren nur
ein Produkt auf ca. 38 kDa nachzuweisen (Abb. 3-15A, DP1A: Spur 9; DP1B: Spur 10).

Es war demnach davon auszugehen, dass es sich bei dem angereicherten Protein mit einer
Grofke von ~ 38 kDa um eine verklrzte DP1-Variante handelt, die aufgrund des Verhaltens im
ITC eine ELP-Sequenz enthalt. Zur Verifizierung dieser Hypothese und um auszuschlie®en,
dass es sich um ein E. coli-eigenes Protein handelt, erfolgte eine massenspektrometrische
Analyse der finalen Proben. Die MS-Daten bestatigten, dass es sich bei den gereinigten
38 kDa-Fragmenten um verkiirzte DP1-Varianten handelt (DP1A: Abb. 3-18 A, S. 82; DP1B:
Kap. 8.1.1, Abb. 8-1, S. 168). In der WB-Analyse (Abb. 3-15B) war im Gegensatz zur Aufar-
beitung aus 8 g BFM (DP1A: Spur 2; DP1B: Spur 4) fur das Produkt des ITC aus 500 g BFM
kein Signal fir DP1A (Spur 3) und DP1B (Spur 5) nachweisbar.
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Abb. 3-15 Reinigung der DP1-Proteine aus 1,5 g bis zu 500 g E. coli Biofeuchtmasse (BFM) mittels
Inverse transition cycling (ITC)

A — 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung aus dem Reinigungsverlauf von
DP1A/B mittels ITC. Ubersicht der gereinigten DP1 und deren Fragmente in unterschiedlichen Aufar-
beitungsmalistaben. Durch Mafistabserh6hung (Reinigung aus mehr Biofeuchtmasse) verandert sich
das Bandenmuster der gereinigten DP1. B —Western-Blot der finalen Proben Rs DP1A/B aus den Auf-
arbeitungen aus 8 g und 500 g BFM im Vergleich. C — 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer
Auftrennung der Proben aus der Aufarbeitung der DP1A-Variante aus 500 g BFM mittels ITC. Gezeigt
ist der gesamte Reinigungsverlauf. M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder,
Thermo Scientific oder im WB PPL, Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific), RE —Rohextrakt, P
— Unldsliche Fraktion/Zellpellet, US» — Uberstand nach n-ten Zyklus (enthélt E. coli-eigene Proteine), Un
— Unlésliche Fraktion nach n-ten Zyklus (enthalt E. coli-eigene Proteine), Rn — Resolubilisiertes Pellet
nach n-ten Zyklus (enthalt Zielproteine DP1A/B), ZP — Zielprotein. Auftragung: 20 ug RE und der Proben
des 1. Zyklus, 10 ug der Proben des 2. Zyklus, 3 ug der Proben des 3. Zyklus und 5 yL Marker. Die
GrolRe der zu erwartenden Zielproteine (theoretisches Molekulargewicht DP1A: 57,9 kDa; DP1B:
57,4 kDa) sowie der DP1A/B-Varianten (ca. 38 kDa) sind gekennzeichnet.

Nachfolgend wurden verschiedene Strategien getestet, um dem Abbau der DP1-Proteine wah-
rend der Reinigung mittels ITC entgegenzuwirken. Im Laufe der experimentellen Untersuchun-
gen erfolgte die Ubertragung auf ein anderes Puffersystem (3-Komponentenpuffer: 50 mM
TRIS, 25 mM MES, 25 mM Na-Acetat), um das ITC bei verschiedenen pH-Werten zu testen.
Der Einfluss des pH-Wertes wurde sowohl mit mechanischem als auch enzymatischem Zell-
aufschluss mittels Lysozymverdau nach einmaligem Gefrier-Tau-Zyklus untersucht. Unabhan-
gig vom pH-Wert wurde mittels mechanischem Aufschluss ein Proteingemisch (Banden auf
der H6he von ca. 38 und 42 kDa) isoliert (Daten nicht gezeigt). Das beste Ergebnis im Hinblick
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auf Bandenreinheit konnte aus der Kombination von enzymatischem Zellaufschluss mit einem
pH-Wert zwischen 7,0 — 8,0 erzielt werden. Dabei wurde die Proteinbande bei 38 kDa ange-
reichert. Aus diesem Grund blieben die experimentellen Bedingungen fir die weiteren Aufar-
beitungen bestehen (Kap. 2.2.5.2, S. 42). Zusammenfassend zeigten diese Experimente,
dass beide DP1-Proteine unabhangig vom pH-Wert des Puffers und der verwendeten Auf-
schlussmethode fragmentiert werden. Auch die erneute Untersuchung verschiedener Pro-
tease-Inhibitoren (PMSF, cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail von Roche, Protease Inhi-
bitor Mix Ill von Genaxxon) konnte den Abbau von DP1A/B nicht unterbinden.

Der ITC-Gesamtprozess fiir die Aufarbeitungen aus 500 g E. coliBW3110 BFM ist beispielhaft
fur die DP1A-Variante gezeigt (Abb. 3-15C, S. 76). Der Rohextrakt (RE) wurde auf 40 °C er-
warmt, um den reversiblen Temperaturiibergang der DP1-Proteine im ITC zu erzeugen. Im 1.
ITC-Zyklus konnten Kontaminationen im Uberstand (US4, Spur 3) von den DP1-Proteinen ab-
getrennt werden. Nach Resolubilisieren und erneuter Zentrifugation der Pelletfraktion wurden
weitere Wirtszellproteine im unléslichen Anteil separiert (U1, Spur 5) wahrend das Zielprotein
resolubilisierbar war (R4, Spur 4). Neben einigen Verunreinigungen war bereits eine distinkte
Bande auf Héhe von ca. 38 kDa fur beide Proteinreinigungen zu erkennen. Nach dem 2. ITC-
Zyklus verblieben E. coli-eigenen Proteine im Uberstand (US,, Spur 6). Weitere unldsliche
Kontaminationen wurden nach erneuter Zentrifugation abgetrennt (U2, Spur 8). In der Zielpro-
tein-enthaltenden Fraktion (R2, Spur 7) war hauptanteilig die Bande bei 38 kDa zu erkennen.
Zusatzlich erfolgte im 3. ITC-Zyklus ein Pufferwechsel in 10 mM NHs-Acetat (pH 5,0) in Vor-
bereitung auf die Lyophilisation (Rs, Spur 9). Dieser Schritt verlief ohne Verlust an Zielprotein
(Us, Spur 10). Die Ergebnisse flir die DP1B-Variante waren vergleichbar. In den finalen Ziel-
protein-enthaltenden Fraktionen (R3) war die Bande bei 38 kDa sichtbar (Abb. 3-15A, S. 76,
DP1A: Spur 9, DP1B: Spur 10).

Zusammenfassend war es nicht méglich die Fragmentierung von DP1A/B wahrend der Reini-
gung mittels ITC zu verhindern. Fir die Entscheidung, ob mit diesem Konstrukt in zuklinftigen
Experimenten weitergearbeitet werden sollte, war ein Nachweis von Mfp-3-Sequenzanteilen
in den verkirzten DP1-Varianten notwendig. Aus der Literatur war bekannt, dass auch kurze
Mfp-Peptide gute adhasive Eigenschaften zeigen kénnen [Li et al., 2017; Numata und Baker,
2014; Yamamoto et al., 2000; Yu und Deming, 1998]. Aus diesem Grund kann eine verkirzte
DP1-Variante mit modifizierbaren Mfp-Anteilen (Tyr) ebenfalls gute Klebeeigenschaften zei-
gen. Dabei bleibt die Grundidee zum Design eines neuartigen proteinogenen Bindemittels aus
adhasiven und kohasiven Protein-Blocken (Kap. 1.3, S. 9) erhalten.

Zur weiteren Bearbeitung der DP1-Proteine war demnach eine genaue Kenntnis der Fragmen-
tierungsmuster notwendig. Zudem sollte untersucht werden, ob es sich um ein homogenes
Proteinkonstrukt oder ein Proteingemisch mit zufélligen Termini handelt. Dafiir wurde eine N-
terminale Sequenzierung nach Edman mit Bestimmung der ersten funf Aminosauren (AS) fur
die DP1-Proteine durchgefiihrt. Fir die Analyse des N-Terminus wurden Proben aus jeweils
drei unabhangigen Reinigungen der DP1-Varianten von einem externen Anbieter (Proteome
Factory AG) analysiert. Die Proteine wurden zuvor in 50 mM NHs-Acetat (pH 5,0) Gberflhrt. In
der Analyse wurde der tatsachliche N-Terminus fur beide Zielproteine an Position 163 identi-
fiziert (Tabelle 3-5). Basierend auf diesen Ergebnissen ergeben sich folgende theoretischen
Molekulargewichte (MW): DP1A-Variante 39,3 kDa und DP1B-Variante 38,8 kDa. Die detek-
tierten Fragmente haben ein MW, welches dem Laufverhalten in der SDS-PAGE entspricht.
Interessanterweise deutet die Schnittstelle auf einen Trypsin-ahnlichen Verdau (zwischen ba-
sischen AS) hin. Da es in der Sequenz der Muschelfuldproteine (Mefp-3 und Mgfp-3) jedoch
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mehrere potenzielle Schnittstellen fir ein Trypsin-ahnliches Enzym gibt, scheint diese Schnitt-
stelle fur eine unbekannte Protease exponiert zu sein.

Tabelle 3-5 Resultate der N-terminalen Sequenzierung nach Edman sowie Bestimmung und Ver-
gleich der Proteinparameter der DP1-Varianten mittels ProtParam.

Zielprotein MW (kDa) pl N-Terminus (Edman-Seq.)
DP1A 57,9 9,84 (R162) 1 R163G164K165Y 166W167
DP1B 57,4 9,85 (R162) 1 K163Y 164Y 165G 166 G167

Da die Schnittstelle in der Mfp-3-Sequenz lag, war davon auszugehen, dass dieser Sequenz-
teil auch eine mogliche Substratsequenz im C-terminalen Bereich der DP1-Proteine sein kann.
Aus diesem Grund wurde eine C-terminale Sequenzierung der DP1A-Variante mittels ISD/T3-
MS-Analyse in Auftrag gegeben (Kap. 8.1.2.1.1.2.4, S. 170). Nach der Bestimmung des N-
Terminus durch die Edman-Sequenzierung (Tabelle 3-5, S. 78) wurde die durchschnittliche
Masse (Maverage) der DP1A-Variante zunachst auf 39338,50 Da berechnet (Peptide Mass Cal-
culator). Mittels MADLI-TOF-MS wurden die intakten Massen (engl. Intact mass) der DP1A-
Variante bestimmt. Die Analyse ergab eine monoisotopische Masse von 34854,8 Da (Abb.
3-18 A, S. 82). Daraus lief3 sich im Durchschnitt eine Massendifferenz von - 4481,7 Da bestim-
men und unterstiitze die Hypothese weiterer Fragmentierung. Bei der Analyse mittels in-
source decay (ISD) (Kap. 8.1.2.1.1.2.4, S. 170) konnte dann bestatigt werden, dass auch der
C-Terminus der DP1A-Variante verkurzt vorliegt. Die Ergebnisse sind dem Anhang zu entneh-
men (Kap. 11, Abb. 11-6 und Tabelle 11-2). Die detektierte Schnittstelle, -PPR|RYG-, liegt
ebenfalls wie bei der N-terminalen Fragmentierung zwischen zwei basischen Aminosauren
(AS). Die ermittelte Proteinsequenz aus den Ergebnissen der Edman-Sequenzierung
(Kap. 3.2.3.2.2, Tabelle 3-5, S. 78) und der ISD/T3-Analyse der DP1A-Variante ist in Abb. 3-16
schematisch dargestellt. Anhand dieser Ergebnisse ergibt sich fir die DP1A-Variante eine
neue theoretische monoisotopische Masse von 34855,23 Da, welche der Masse aus der
MALDI-TOF/TOF-Messung (Abb. 3-18 A und Tabelle 3-7) entspricht. Die gereinigte DP1A-
Variante enthalt somit nur vier Tyr, die potenzielle Hydroxylierungsstellen der Hise-mTyr dar-
stellen. Dieses Ergebnis war unerwartet, weil in der Einzelsequenz von Mefp-3 keine Frag-
mentierung nachweisbar war und das intakte Protein mittels MALDI-MS nachgewiesen werden
konnte (Kap. 3.2.2.3.2, Abb. 3-11, S. 67).

Basierend auf den Ergebnissen der Edman-Sequenzierung und der massenspektrometri-
schen Analyse erfolgte eine detaillierte Recherche zu einer Trypsin-ahnlichen Protease in
E. coli, die flr die spezifische Fragmentierung innerhalb der DP1-Proteine verantwortlich sein
kénnte. Dabei wurde die Protease Il (ptrB) als potenzieller Kandidat identifiziert. Es handelt
sich um eine endogene Serin-Protease, die nach Lys- und Arg-Resten (P1) innerhalb der Po-
lypeptidkette schneiden kann [Kanatani et al., 1991]. Befindet sich ein Pro an Position P1* oder
P2, ist die Protease nicht aktiv. Im Allgemeinen ist zu der Protease Il wenig bekannt und ihre
Funktion ist bisher noch nicht vollstandig geklart [Mattiuzzo et al., 2014]. Die ptrB wird nicht
durch PMSF inhibiert, welches in der Aufarbeitung von DP1A/B eingesetzt wurde
(Kap. 2.2.5.2, S. 42). Untersuchungen der Protease zeigten, dass die Aktivitat z.B. durch 1 mM
Tosyl-L-lysinchloromethylketon (TLCK) oder 1 mM Diisopropylfluorphosphat (DFP) gleicher-
malfden inhibiert werden kann [Pacaud und Richaud, 1975; Tsuru und Yoshimoto, 1994]. Aus
diesem Grund wurde eine Reinigung von DP1A durchgeflihrt, bei dem im Resuspensionspuf-
fer 1 mM PMSF und beispielhaft 1 mM DFP eingesetzt wurde. Zudem wurde ein Stabilitatstest
des Rohextraktes (RE) bei Raumtemperatur mit und ohne 1 mM DFP im Resuspensionspuffer
durchgeflhrt. Die Ergebnisse dieser Experimente sind dem Anhang zu entnehmen (Kap. 8.2,
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Abb. 8-14 A, Abb. 8-14 B, S. 180). Die SDS-PAGE- und Western-Blot-Analysen der beiden
Versuche zeigten, dass die Fragmentierung nicht durch die Zugabe von DFP verhindert wer-
den konnte. Diese Resultate deuten darauf hin, dass ptrB nicht fur die Fragmentierung verant-
wortlich zu sein scheint.

Auf der Suche nach einem Ldsungsansatz, lag der einzige Unterschied in den ausgewahlten
Produktionsstammen zur heterologen Produktion. Mefp-3 wurde in E. coli BL21 (DE3) pLysS
und DP1A/B in E. coli BW3110 rekombinant hergestellt (Tabelle 2-7, S. 29). Aus dem Ver-
gleich beider Organismen ergibt sich folgender Unterschied: in E. coli BL21 (DE3) pLysS sind
zwei Schlisselproteasen, OmpT und Lon, deletiert. Das Fehlen der Proteasen soll generell
den Abbau heterologer Proteine reduzieren [Studier und Moffatt, 1986]. Bei einer, aufgrund
der Fragmentierungsproblematik der DP1-Proteine durchgeflihrten, genaueren Analyse dieser
Proteasen im Hinblick auf ihre Substratspezifitat zeigte sich, dass ein Einfluss auf die Frag-
mentierung moglich gewesen ware. Wahrend die Lon-Protease aufgrund ihres Abbauverhal-
tens nicht infrage kommt [Kuroda et al., 2001; Lee und Suzuki, 2008], ergab die Recherche,
dass die Membran-gebundene Protease OmpT eine Spezifitat fir das -RvR- Sequenzmotiv
(Abb. 3-16) zeigt [McCarter et al., 2004]. Demnach koénnte diese Protease eine Ursache fir
den Abbau sein. Basierend auf diesen Erkenntnissen erfolgte ein Stammwechsel und DP1A
wurde in E. coli BL21 (DE3) pLysS produziert (Kap. 8.2, Abb. 8-15, S. 180). Aus diesen Ver-
suchen lasst sich die Protease OmpT als Ursache des Abbaus von DP1A ausschlielen. Auch
der Wechsel des Produktionsstammes konnte die Fragmentierung des Zielproteins nicht ver-
hindern (Kap. 8.2, Abb. 8-16, S. 181). Somit wurde flr die weiteren Aufarbeitungen der DP1-
Proteine die Biomasse von E. coli BW3110 verwendet.

* Edman-Sequenzierung

Hisg-tag Mefp-3 ELP-Block

N-MGSSHHHHHHGSGLVPRGSAS

ADYYGPNYGPPR
RYGGGNYNRYNRYGRRYGGYKGWNNGWNRGR v RGKY,W GVGVPG
VGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGY
GVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVG
VPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGYPGVGVPGVGY
PGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGYPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVP
GVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPG
VGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGY
GVPGVG ADXM5XM7GPNXQIGPPRTRYGGGNYNRYNRYGRRYGGYK

GWNNGWNRGRRGKYW-C
XISD/T}Sequenzierung (MmS)

Y,— Potenzielle Hydroxylierungsstelle

Abb. 3-16 Urspriingliche Aminosauresequenz von DP1A mit den durch Edman-Sequenzierung
und ISD/T3-Sequenzierung ermittelten Proteintermini der DP1A-Variante

Schematische Darstellung der Aminosauresequenz von DP1A bestehend aus vier Protein-Blocken des
in Kap. 1.3 (S. 9) vorgestellten Baukastensystems: SUMO-tag (orange), GGGGS-Linker (grau), Mefp-3
als adhasiver Block (grin) und ELP als kohasiver Block (blau). Zusatzlich sind in der Abbildung die
Schnittstellen gezeigt, die N-terminal aus der Edman-Sequenzierung sowie der C-terminal aus der
ISD/T3-Sequenzierung mittels MS bestimmt wurden. Die verkiirzte Sequenz ergibt die finale Aminosau-
resequenz der DP1A-Variante mit einer monoisotopischen Masse von 34855,23 Da (bestimmt mit dem
Peptide Mass Calculator). Die potenziellen Hydroxylierungsstellen Ys, Ya1e, Y417, Ya21 innerhalb der Pro-
teinsequenz fur die mikrobielle Tyrosinase (Hiss-mTyr) sind gekennzeichnet (Yx).

Zusammenfassend wurde in diesem Kapitel die Reinigung einer verkirzten DP1A/B-Variante
zur Homogenitat mit Hilfe des ITC-Verfahrens gezeigt. Es wurden diverse Ansatze zur Ver-
meidung der Fragmentierung von DP1A/B getestet, jedoch ohne Erfolg. Die generierte
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DP1A/B-Variante kann aus der Kombination von enzymatischem Zellaufschluss mittels
Lysozym nach einem Gefrier-Tau-Schritt und Verwendung eines Puffersystems bei pH 8,0 re-
produzierbar erhalten werden. Zuséatzlich konnten durch eine N-terminale Sequenzierung nach
Edman und durch die C-terminale Sequenzierung mittels MALDI-MS die vorliegenden Termini
eindeutig bestimmt werden. Beide DP1-Varianten werden innerhalb der Mfp-3-Sequenz spe-
zifisch zwischen zwei basischen Aminosauren geschnitten. Die Untersuchungen mit dem ptrB-
spezifischen Inhibitor DFP (Kap. 8.2, Abb. 8-14, S. 180) zeigten keine Verbesserung der Frag-
mentierungsproblematik, was die Schlussfolgerung erlaubt, dass ptrB nicht proteolytisch auf
DP1A wirkt. Auch die Membran-gebundene Protease OmpT konnte durch den Wechsel zu
einem E. coli Stamm ohne aktive OmpT flr die heterologe Produktion von DP1A als Ursache
fir den Abbau ausgeschlossen werden (Kap. 8.2, Abb. 8-15, und Abb. 8-16, S. 181). Im Rah-
men der vorgelegten Arbeit konnte trotz der Untersuchung verschiedener Strategien keine L6-
sung der Fragmentierungsproblematik gefunden werden.

Dennoch enthalten die DP1-Varianten adhasive Mfp-3-Sequenzanteile des urspriinglichen
Designs (Kap. 3.1.1.2, S. 52), deren Tyrosine mittels der Hiss-mTyr zu DOPA hydroxyliert wer-
den kénnen. Da bereits ausreichend Biomasse und Zielprotein zur Verfligung stand, sollten
demnach die verkirzten DP1-Varianten funktionell charakterisiert und deren Bindemitteleigen-
schaften untersucht werden (Kap. 3.3, S. 90). Die Proteinausbeuten der Aufarbeitungen im
groRen Maldstab, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt wurden, sind in Tabelle 3-6 zu-
sammengefasst. Durchschnittlich konnten pro Ansatz ~ 300 mg DP1-Variante aus ca. 550 g
BFM gewonnen werden. Nach der Lyophilisation wurde der Proteinpuder (weil3-beige, flockig)
bis zur weiteren Verwendung bei - 20 °C gelagert.

Tabelle 3-6 Resultate der Aufarbeitungen der DP1-Varianten mittels Inverse transition cycling
(ITC) aus ca. 500 — 600 g E. coli BW3110. Ausbeuten beziehen sich auf die Proteinmenge pro

eingesetztem Gramm Biofeuchtmasse (BFM). Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-
Assay bestimmt.

Zielprotein Experiment Eingesetzte Gesamtprotein- Protein-
BFM (g) menge nach Rei- ausbeute
nigung (mg) (mMgprotein/gaFm)
DP1A-Variante 1 599 369 0,62
2 500 254 0,51
DP1B-Variante 1 497 245 0,50
2 600 360 0,60

3.2.3.3 In vitro Modifikation der DP1-Varianten mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase

Zur funktionellen Charakterisierung der modifizierten Designer-Proteine sollten die DP1-
Varianten mit der in Kap. 3.2.1.2 (S. 54) rekombinant hergestellten mikrobiellen Tyrosinase
(Hise-mTyr) modifiziert werden. In Kap. 3.2.2.3 (S. 64) wurde bereits die Hydroxylierung zu
DOPA in die adhasiven Einzelblécke (Mfp-3) gezeigt. Der Nachweis der entsprechenden
in vitro Modifikation der Tyr innerhalb der Designer-Proteine ist fir die weitere Charakterisie-
rung und Verwendung essentiell. Die zwei bereits beschriebenen Nachweismethoden NBT-
Farbung (Kap. 3.2.2.3.1, S. 64) und MALDI-TOF-MS (Kap. 3.2.2.3.2, S. 65) wurden entspre-
chend fur die DP1-Varianten eingesetzt. Die Ergebnisse beider Analysemethoden sind in den
folgenden Kapiteln dargestellt.

3.2.3.3.1 Qualitativer Nachweis von DOPA mittels NBT-Férbung
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Die Reaktionsbedingungen fir die Modifikation der DP1-Varianten sind in Kap. 2.2.6.4.2
(S. 46) beschrieben. In dem SDS-PA-Gel ist flr beide Proteinvarianten ist eine distinkte Bande
vor (Abb. 3-17 A, DP1A-Variante, Spur 1; DP1B-Variante, Spur 4) und nach der Modifikations-
reaktion (DP1A-Variante, Spur 2; DP1B-Variante, Spur 5) bei ca. 38 kDa zu erkennen. In Abb.
3-17 B ist der NBT-Blot gezeigt und es liel3 sich sowohl fiir die DP1A-Variante (Spur 4) als
auch fir die DP1B-Variante (Spur 6) DOPA nachweisen. Flr beide Proteine ist auf der zu
erwartenden Hohe eine blau-violett gefarbte Bande zu sehen. In den Proben vor der Modifika-
tionsreaktion (DP1A-Variante, Spur 3; DP1B-Variante, Spur 5), sowie fir die Kontrollreaktion
mit Hise-mTyr ohne Substrat (K, Spur 2) ist hingegen kein Signal detektierbar. Durch die Hyd-
roxylierung zu DOPA kann es zwischen den Protein-Molekilen zu verstarkten intermolekula-
ren Interaktionen kommen. Dies kdnnte eine Erklarung fur die leicht verschmierten Banden
sein (Abb. 3-17 B).

A) SDS-PAGE B) NBT-Farbung

DP-

Variante: 1A 1B 1A 1B
kDa - mod.|M - mod] kDa M K| - mod.] - mod.
116 —| 95,0 —

66.2 —| - 72.04
55.0 —|
45.0 - 43.0

: | DP1A/B-
35.0 - “- .’ 34.0 y ' Varianten

26.0 —
25.0 - -

17.0 —
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6

Abb. 3-17 Modifikation der DP1-Varianten und qualitativer Nachweis von DOPA mittels NBT-
Farbung

SDS-PAGE Analyse (A) und NBT-gefarbter Western-Blot (B) vor und nach Modifikation der DP1A-
Varianten mit der mikrobiellen Tyrosinase (Hiss-mTyr) bei 25 °C fir 5 h. M — Marker, (-) — vor Reaktion
mit der Hise-mTyr, mod. — modifizierte Proteinvariante nach enzymatischer Reaktion, C — Kontrollreak-
tion, Hise-mTyr inkubiert bei 25 °C fir 5 h ohne Substrat. Aufgetragen wurden 5 pg Protein und 5 pL
Marker. Die DP1A-Varianten sind gekennzeichnet (ca. 38 kDa).

Im Anschluss erfolgte ein weiterer Inverse transition cycling (ITC) — Schritt, um Hiss-mTyr vom
Zielprotein zu trennen. Wahrend des inversen Temperaturiibergangs bei 40 °C verbleibt die
Hise-mTyr im Uberstand und die modifizierten DP1-Varianten im Pellet. Die Zielproteine wur-
den in 10 mM NHs-Acetat (pH 5,0) resolubilisiert, lyophilisiert und bis zur weiteren Untersu-
chung bei - 20 °C gelagert. Der Puder der modifizierten DP1-Proteine war cremeweif und wies
eine Woll-dhnliche Konsistenz auf.

3.2.3.3.2 Bestimmung des Modifizierungsgrades mittels Massenspektrometrie

Fir die quantitative Analyse der Inkorporation von DOPA innerhalb der DP1A-Variante wurde
eine MALDI-TOF/TOF-Analyse durchgefihrt (Kap. 2.2.6.4.4, S. 47). Aus den Ergebnissen zur
massenspektrometrischen Untersuchung des adhasiven Einzelblocks Mefp-3 in Kap. 3.2.2.3.2
(S. 65) war bereits bekannt, dass die mikrobielle Tyrosinase (Hise-mTyr) in der Lage ist zehn
Hydroxylierungen in Mefp-3 einzufiigen. Nach der Bestimmung des N-Terminus durch die Ed-
man-Sequenzierung und des C-Terminus mittels ISD/T3-MS-Analyse (Abb. 3-16, S. 79) wurde
die durchschnittliche Masse (Maverage) der DP1A-Variante auf 34855,23 Da berechnet. Die
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gereinigte DP1A-Variante enthalt somit vier Tyr, die potenzielle Hydroxylierungsstellen der
Hise-mTyr darstellen. Mittels MADLI-TOF-MS wurden die intakten Massen (engl. Intact mass)
der nicht-modifizierten und modifizierten DP1A-Variante bestimmt. Jede Hydroxylierung flhrt
Zu einer zusatzlichen Masse von ~ 16 Da.

A - DP1A-Variante
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Abb. 3-18 MALDI-TOF/TOF MS-Analyse der DP1A-Variante vor und nach der Reaktion mit der
mikrobiellen Tyrosinase (Hise-mTyr) zur Bestimmung der Anzahl eingefiigter OH-Reste

MALDI-TOF-Massenspektren der DP1A-Varianten zur Bestimmung der intakten Proteinmassen (intact
mass analysis): A — nicht-modifiziert, B — modifizierte DP1A-Variante. Insgesamt konnten 3 — 4 ver-
schiedene Ladungszustande nachgewiesen werden. Die zugehorigen detektierten monoisotopischen
Massen sind in Tabelle 3-7 (S. 83) aufgelistet. Die DP1A-Variante besitzt eine theoretische monoisoto-
pischen Masse von 34855,23 Da (bestimmt mit dem Peptide Mass Calculator). Die Analysen wurden
von Dr. Naumann (Fraunhofer 1Z1) durchgefiihrt (,Dried-droplet‘-Praparation mit 70 % DHAP-Matrix,
Reflektormodus).

Bei den Analysen der nicht-modifizierten DP1A-Variante wurde eine Masse des einfach gela-
denen Molekil-lons von 34854,8 Da detektiert (Abb. 3-18 A). Das intensivste Signal im Mas-
senspektrum bei m/z 17433,6 konnte dem zweifach geladenen (intakten) Molekdl-lon zuge-
ordnet werden. Insgesamt drei verschiedene Ladungszustande mit einer durchschnittlichen
Masse von 34856,8 Da (SD = 5,93) konnten in dem fir die DP1A-Variante aufgenommenen
Massenspektrum gemessen werden (Tabelle 3-7, S. 83).

Bei der massenspektrometrischen Analyse von zwei DOPA-modifizierten Proben von DP1A
wurden im Mittel Massen von 34981,7 Da und 34951,7 Da nachgewiesen (Tabelle 3-7), was
5 — 7 zusatzlichen OH-Resten entspricht. In Abb. 3-18 B ist beispielhaft das Massenspektrum
der mod. DP1A-Variante einer Messung gezeigt. In dem aufgenommenen Massenspektrum
wurden insgesamt vier verschiedene Ladungszustéande beobachtet, wobei das Signal fir das
zweifach positiv geladene Molekil-lon bei m/z 17483,9 die héchste Intensitat aufwies (Tabelle
3-7, S. 83). Aus der Massendifferenz zur nicht-mod. DP1A-Variante mit m = 75,1 Da ergab
sich eine Anzahl von ~ 5 Hydroxylierungen. Da nur vier Tyr in der Sequenz der DP1A-Variante
vorkommen, ist eine weitere Hydroxylierung von DOPA zu TOPA (3,4,5-Trihydroxyphenylala-
nin) denkbar. Diese Hypothese wurde bereits bei den massenspektrometrischen Analysen von
Mefp-3 aufgestellt. Die Untersuchungen von unléslichen Mefp-3 (Pellet) zeigten neben den
potenziell 10 Hydroxylierungen zwei weitere um 16 Da gréRere Massen, was das Vorhanden-
sein von TOPA vermuten lie3 (Kap. 3.2.2.3.2, Abb. 3-11 C, S. 67). In der Literatur wurde be-
reits beschrieben, dass Tyr-enthaltene Muschelpeptide von DOPA zu TOPA mit Hilfe der Pilz-
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Tyrosinase hydroxyliert werden kdénnen [Burzio und Waite, 2002; Numata und Baker, 2014].
Fur mikrobielle Tyrosinase aus V. spinosum wurde TOPA bislang noch nicht nachgewiesen.
Zusammenfassend sind die Ergebnisse der MALDI-TOF/TOF MS-Messungen der nicht-mod.
und mod. DP1A-Variante in Tabelle 3-7 aufgelistet.

Tabelle 3-7 Ubersicht der detektierten Massen der DP1A-Varianten aller Ladungszustinde mit-

tels MALDI-TOF/TOF MS-Analyse (Die theoretische Mayverage der DP1A-Variante betragt
34876,64 Da (bestimmt mit dem Peptide Mass Calculator). Alle Angaben sind in Dalton (Da).

Protein DP1A-Variante mod. DP1A-Variante mod. DP1A-Variante
(1) (2)

Ladungszustand M/Zobser- MAvg., exp. M/Zobserved MAvg. exp. M/Zobserved MAvg., exp.
ved

(M+H)+ 34854,8 34853,8 34980,9 34979,9 34961,7 34960,7

(M+2H)2+ 17433,6  34865,1 17498,7 34995,3 17483,9 34965,8

(M+3H)3+ 11618,2 34851,6 11659,8 34976,4 11651,7 34952,1

(M+3H)4+ 87448 34975,1 8733,1 34928,3

Durchschnittliche 34856,8 34981,7 34951,7

Masse

Standardabwei- 5,93 8,08 14,38

chung

Entspricht folg. An-

zahl an OH- - 7,8 5,9

Gruppen

Zusatzlich zur quantitativen Bestimmung der Hydroxylierungen wurde eine [SD-/T3-
Sequenzierung zur ldentifizierung der Hydroxylierungsstellen in der modifizierten DP1A-
Variante durchgefiihrt. Die Masse des intakten Molekil-lons betrug 34960,9 Da. Auch in die-
sem Experiment zeigte sich eine Massenzunahme von 83,3 Da. Wie in den zuvor gezeigten
Analysen zur Modifikation der DP1A-Variante (Tabelle 3-7, S. 83) konnte eine Anzahl von finf
Hydroxylierungen bestatigt werden. Da nur vier Tyr in der Sequenz vorkommen, ist diese Mas-
sendifferenz vermutlich auf die Modifikation zu 3x DOPA und 1x TOPA zurlckzufihren. Die
Ergebnisse der ISD-/T3-Sequenzierung stitzen diese Hypothese. Die Messungen zeigten,
dass alle Tyr (Y4, Yats, Ya17, Ya21) hydroxyliert wurden. Das N-terminale Tyr an Position Y, weist
vermutlich eine zweite Hydroxylierung (zu TOPA) auf, da andernfalls das ISD-Spektrum nicht
annotiert werden konnte. Die Ergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen (Kap. 11, Abb. 11-7
und Tabelle 11-3). Durch die Modifikation mit Hise-mTyr wurden, wie bereits flir Mefp-3 gezeigt,
Proteinspezies mit einer unterschiedlichen Anzahl an OH-Resten in der DP1A-Variante pro-
duziert. Die Komplexitat der generierten Fragmentspektren resultiert in das Vorhandensein
von Mischungen isobarer Proteoformen. Aus diesem Grund konnte im Rahmen dieser Arbeit
die exakte Position der TOPA-Modifikation in der DP1A-Variante nicht mit Sicherheit bestimmt
werden.

Zusammenfassend konnte eine DP1-Variante einer Grélke von ca. 35 kDa mittels ITC repro-
duzierbar aus E. coliBW3110 gewonnen werden. Die Proteintermini der DP1A-Variante konn-
ten mittels Edman-Sequenzierung (N-Terminus) und ISD/T3-Sequenzierung (C-Terminus)
eindeutig bestimmt werden (Abb. 3-16, S. 79). Die Schnittstellen liegen zwischen zwei basi-
schen Aminosauren (R/R oder R/K). Eine Lésung dieser Fragmentierungsproblematik als auch
deren Ursache konnten trotz verschiedener Versuchsansatze (experimentell und in silico) im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht gefunden werden. Die verklrzten DP1-Varianten ent-
halten jedoch modifizierbare Mfp-3-Sequenzanteile und das N-terminale Tyr (Y4) als auch die
drei C-terminalen Tyr (Yas, Y17, Ya21) konnten erfolgreich mittels Hiss-mTyr zu DOPA
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hydroxyliert werden (Abb. 3-18, S. 82). Zusatzlich bestatigte die MALDI-MS-Analyse 5 — 6
Hydroxylierungen in der mod. DP1A-Variante. Die ISD/T3-Analyse zeigte, dass alle vier Tyr
hydroxyliert vorlagen und es daruber hinaus zur Ausbildung von TOPA kam (Kap. 11, Abb.
11-7 und Tabelle 11-3).

Da aus der Literatur bekannt war, dass auch kurze Muschelfulisequenzen adhasive Eigen-
schaften zeigen konnen [Li et al., 2017; Numata und Baker, 2014; Yamamoto et al., 2000; Yu
und Deming, 1998], und in den Experimenten nachgewiesen wurde, dass die Proteinvarianten
adhasive und kohasive Sequenzanteile enthalten, blieb die Grundidee zum Design eines Pro-
tein-basierten Bindemittels (Kap. 1.3.1, S. 9) erhalten. Die verkirzten DP1-Varianten wurden
folglich fur die funktionelle Charakterisierung und die materialwissenschaftlichen Untersuchun-
gen (Kap. 3.3, S. 90) eingesetzt.

3.2.4 Designer-Protein 2

Mit Designer-Protein 2 (DP2) sollte ein weiteres Protein mit einer Kombination Elastin-ahnli-
cher Sequenzen (ELP) als kohasiven Block und dem Muschelful3protein-3 aus Mytilus edulis
(Mefp-3) als adhasiven Block produziert werden. Daflr wurde die Isoform 2 des humanen Tro-
poelastin (TE) ausgewanhlt. Diese konnte bereits erfolgreich in gréReren Mengen rekombinant
in E. coli hergestellt werden und ein Protokoll zur schnellen und einfachen Aufreinigung tber
eine Acetonextraktion wurde etabliert [Mende, 2022]. TE hat die Eigenschaft der temperatur-
abhangigen und reversiblen Koazervation und ist demnach dem kohasiven ELP-Block der
DP1-Proteine funktional sehr ahnlich. Zudem enthalt der TE-Teil 15 Tyr. Diese kénnten neben
den zehn Tyr im Mefp-3-Teil auch als Substrat der Hiss-mTyr dienen und somit den DOPA-
Anteil erhohen. Davon ausgehend ware ein starkeres Adhasions- und Kohasionsverhalten
denkbar.

In den folgenden Kapiteln sind die Ergebnisse von DP2 zur heterologen Produktion in E. coli
(Kap. 3.2.4.1, S. 84), zur Reinigung mittels Inverse transition cycling (ITC) (Kap. 3.2.4.2, S. 85)
sowie zur in vitro Modifikation mit der mikrobiellen Tyrosinase (Kap. 3.2.4.3, S. 87) gezeigt.

3.2.4.1 Heterologe Produktion in E. coli

3.2.4.1.1 Heterologe Produktion im Schiittelkolbenmal3stab

Zu Beginn erfolgten Untersuchungen zur Expression von DP2 in E. coli. Es wurden folgende
Produktionsparameter variiert: Stamm (E. coli KRX und E. coli BL21 (DE3) pLysS), Indukti-
onsdauer (2 — 20 h) und Induktionstemperatur (25 °C und 37 °C). Zusammenfassend wurde
das beste Ergebnis zur Produktion von DP2 mit folgenden Parametern erzielt: Induktion mit
1mMIPTG, T=37 °C,t=2hin E. coli BL21 (DE3) pLysS. Unter dieser Bedingung erreichte
die Kultur eine maximale ODggo von ~ 3,8. Darliber hinaus zeigten diese Vorversuche, dass
eine Produktion Gber Nacht unter den getesteten Bedingungen zum Abbau von DP2 fuhrt und
bei der Produktion im Bioreaktormalistab (Kap. 3.2.4.1.2, S. 84) berucksichtigt werden muss.
Nach 2 h Induktion war die Expression von DP2 am starksten und mit [Angerer Induktionsdauer
nahm die Intensitat der Zielproteinbande ab, was auf einen Abbau des Zielproteins schlielRen
lasst. Zum Zeitpunkt der Zellernte (20 h) war im SDS-PA-Gel kaum eine Expressionsbande
fur DP2 detektierbar (Kap. 8.2, Abb. 8-17, S. 181). Aus diesem Grund ist von einem proteoly-
tischen Abbau des Zielproteins Uber die Zeit, unabhangig von der getesteten Kultivierungs-
temperatur, auszugehen.

3.2.4.1.2 Heterologe Produktion im Bioreaktormal3stab
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Die Produktion von DP2 erfolgte im 15 L MalRistab in E. coli BL21 (DE3) pLysS basierend auf
den Ergebnissen im Schittelkolbenmalstab (SK) (Kap. 3.2.4.1.1, S. 84), um ausreichende
Mengen fir die weiteren Untersuchungen bereitzustellen. Nachfolgend sind die Ergebnisse
der Fermentation in Abb. 3-19 dargestellt. Die Fermentationsbedingungen sind in Kap.
2.2.3.1.2 (S. 37) beschrieben. In Abb. 3-19 A sind die Verlaufe der Offline-Daten der optischen
Dichte (ODeoo) und der Glucosekonzentration gezeigt. Die Induktion mit 1 mM IPTG wurde bei
einer ODegoo von 20,6 gestartet (Zeitpunkt 1). AnschlieBend erfolgte nach 15 min (Zeitpunkt 2)
und 60 min Induktion (Zeitpunkt 3) jeweils ein Glucose-Puls aus einer 10 g/L feed-Lésung fur
10 min. Nach einer Induktionszeit von 2 h erreichte die ODeoo einen Wert von 32,1 und die
Fermentation wurde beendet (Zeitpunkt 4).
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Abb. 3-19 Ergebnisse zur heterologen Produktion von DP2 in E. coli BL21 (DE3) pLysS mit dem
Expressionsvektor pET28a_DP2 (KanR) im BioreaktormaRstab

A — Wachstumskurve und Glucoseverbrauch wahrend der Fermentation von E. coli BL21 (DE3) pLysS
unter der getesteten Expressionsbedingung. Zeitpunkte: 1 — 1/0ODeoo Probennahme vor Induktion und
Induktion mit 1 mM IPTG, 2 — 1. Glucose-Puls (10 g/L fir 10 min), 3 — 2. Glucose-Puls (10 g/L fur
10 min), 1/0ODesoo Probennahme nach 1 h Induktion, 4 —1/OD Probennahme 2 h Induktion und Zellernte.
B — SDS-PA-Gel der 1/ODeoo-Proben vor und nach Induktion (0 h, 1 h, 2 h). C — Western-Blot Analyse
der 1/ODeoo-Proben vor und nach Induktion (0 h, 1 h, 2 h). Als Kontrolle (K) wurde die 1/0OD-Probe nach
2 h Induktion der Schuttelkolbenkultivierung mitgefuhrt. Aufgetragen wurden 10 yL Probe und 5 yL Mar-
ker (M, PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder oder PPL, prestained Protein Ladder,
Thermo Scientific). Das Zielprotein DP2 ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 67,3 kDa).

Neben der Untersuchung des Wachstumverhaltens wurde der Erfolg der Fermentationen zur
Produktion von DP2 mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1, S. 39) und Western-Blot (Kap. 2.2.4.2,
S. 40) analysiert. Anhand der 1/ODeoo-Proben ist zu erkennen, dass die Intensitat der Zielpro-
teinbande wahrend der Induktionsphase (Abb. 3-19 B, Spur 3 — 4) fur DP2 (ca. 67,3 kDa) zu-
nimmt. Die Intensitat der DP2-Bande war etwas geringer als in den Versuchen im SK (Spur
5). Der WB bestatigte dieses Ergebnis (Abb. 3-19 C).

Zusammenfassend wurde DP2 erfolgreich in E. coli BL21 (DE3) pLysS im 15 L MaRstab pro-
duziert. Nach Abtrennung des Fermentationstiberstandes wurden ca. 1,2 kg Biofeuchtmasse
gewonnen, welche als Ausgangsmaterial fir die nachfolgenden Untersuchungen zur Reini-
gung von DP2 diente (Kap. 3.2.4.2, S. 85).

3.2.4.2 Reinigung von DP2 mittels ITC

Das ITC-Verfahren konnte bereits fur die Reinigung der DP1-Varianten etabliert werden
(Kap. 3.2.3.2.2, S. 74). Der kohasive Block Tropoelastin (TE) in DP2 zeigt ebenfalls die Eigen-
schaft einer temperaturabhangigen reversiblen Koazervation, welche fur die Reinigung mittels
ITC verwendet werden kann. In der Literatur wurde dieses Verhalten von TE bereits 1998
beschrieben [Vrhovski und Weiss, 1998]. In Vorversuchen wurden zwei Puffersysteme
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verglichen. Zu Beginn wurde der bereits etablierte Puffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS,
300 mM NaCl, 500 mM KCI; pH 8,0), der fiir das ITC der DP1-Varianten verwendet wurde
(Kap. 3.2.3.2.2, S. 74), eingesetzt. Jedoch lag der Hauptanteil von DP2 unter Verwendung
dieses Puffersystems nach Zellaufschluss in der unldslichen Fraktion vor (Daten nicht gezeigt).
Der zweite getestete Puffer (10 mM NaH;PO., 200 mM NaCl; pH 8,0) basierte auf den Ergeb-
nissen von [Vrhovski und Weiss, 1998]. Mit diesem Puffersystem konnten deutlich bessere
Ergebnisse erzielt werden. DP2 reicherte sich nach Zellaufschluss in der Rohextraktfraktion
an. Aus diesem Grund wurde dieser Puffer fur die Reinigung von DP2 im gréReren Maldstab
verwendet, welche im Folgenden detailliert vorgestellt wird. Die Proteinkonzentration aller Pro-
ben im Reinigungsverlauf wurde mittels BCA-Assay (Kap. 2.2.6.1.2, S. 43) bestimmt.

1. Zyklus 2. Zyklus 3. Zyklus
kDa M RE P |US U R, [US, U, R, [US; U; Ry
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Abb. 3-20 Reinigung von DP2 aus E. coli BL21 (DE3) pLysS mittels Inverse transition cycling
(ITC)

12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf
des ITC von DP2. M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific),
RE —Rohextrakt, P — Unlésliche Fraktion/Zellpellet, US» — Uberstand nach n-ten Zyklus (enthalt E. coli-
eigene Proteine), Un — Unl6sliche Fraktion nach n-ten Zyklus (enthalt E. coli-eigene Proteine), R, — Re-
solubilisiertes Pellet nach n-ten Zyklus (enthalt Zielprotein DP2). Es wurden 20 ug vom RE und der
Proben des 1. Zyklus, 10 ug der Proben des 2. Zyklus, 3 ug der Proben des 3. Zyklus und 5 yL Marker
aufgetragen. Die Grolie des zu erwartenden Zielproteins DP2 ist gekennzeichnet (theoretisches Mole-
kulargewicht: 67,3 kDa).

Fur die Aufarbeitung wurden 100 g E. coli BL21 (DE3) pLysS Biofeuchtmasse (BFM) in
300 mL Resuspensionspuffer (10 mM NaH.PO4, 200 mM NaCl, 1 mM PMSF; pH 8,0) aufge-
nommen und mechanisch aufgeschlossen (Kap. 2.2.3.2.1, S. 38). Die Zelltrimmer wurden
durch Zentrifugation abgetrennt und der Rohextrakt (RE) wurde auf 40 °C erwarmt und zur
Reinigung mittels ITC eingesetzt. Die Ergebnisse sind im SDS-PA-Gel in Abb. 3-20 dargestellt.
Der Hauptanteil des Zielproteins befand sich nach Zellaufschluss in der I6slichen Fraktion (RE,
Spur 2). Im 1. ITC-Zyklus konnten Kontaminationen im Uberstand (US4, Spur 4) und in der
unléslichen Fraktion (U1, Spur 5) von DP2 abgetrennt werden. In der Zielprotein-enthaltenen
Fraktion (R+, Spur 6) ist neben anderen E. coli-Proteinen, die ebenfalls bei 40 °C prazipitiert
waren, eine distinkte Bande auf Héhe des Zielproteins (67,3 kDa) zu erkennen. Nach dem 2.
ITC-Zyklus verblieben diese E. coli-eigenen Proteine im Uberstand (US;, Spur 7). DP2 konnte
aus dem Pellet resolubilisiert werden (Rz, Spur 9) wahrend Verunreinigungen im Pellet (U,
Spur 8) verblieben und durch Zentrifugation abgetrennt wurden. Im 3. ITC-Zyklus erfolgte der
Pufferwechsel in 10 mM NH4-Acetat (pH 5,0) in Vorbereitung auf die Lyophilisation. In diesem
Schritt ist kein Zielprotein verloren gegangen (Us, Spur 11). DP2 (Rs, Spur 12) wurde erfolg-
reich mittels ITC aufgereinigt. Insgesamt konnten in diesem Versuch 45 mg DP2 gewonnen
werden. In der finalen Probe sind neben der Zielproteinbande bei ca. 67 kDa auch
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Abbaufragmente zu erkennen. Zur Vermeidung des Abbaus wurden auch hier verschiedene
Experimente (Testung von Protease-Inhibitoren, Variation in den ITC Prozessschritten) durch-
gefuhrt (Daten nicht gezeigt). Jedoch konnte der Abbau von DP2 nicht unterbunden werden.
Der Anteil an Fragmenten ist allerdings sehr gering und anhand der Bandenintensitat ist DP2,
als Volllangen-Protein, das Hauptprodukt des ITC-Verfahrens. Im Gegensatz dazu konnte flr
die DP1-Proteine mittels ITC nur ein stark fragmentiertes Produkt (Proteinbande bei ca.
38 kDa) gewonnen werden (Abb. 3-15, S. 76). Da dies fur DP2 nicht der Fall war, wurde dieses
Produkt fur die nachfolgenden Untersuchungen der Bindemitteleigenschaften (Kap. 3.3.2,
S. 96) eingesetzt.

Basierend auf diesem etablierten Protokoll wurden drei Aufarbeitungen durchgefihrt und die
Ergebnisse sind in Tabelle 3-8 gegenubergestellt. Insgesamt wurde im Durchschnitt eine Pro-
teinausbeute von ca. 0,59 mgprotein/germ ermittelt und ist mit den Ergebnissen zur Aufarbeitung
der DP1-Varianten mittels ITC vergleichbar (Tabelle 3-6, S. 80). Nach der Lyophilisation wurde
der Proteinpuder bis zur weiteren Bearbeitung bei - 20 °C gelagert.

Tabelle 3-8 Resultate der Aufarbeitungen von DP2 mittels Inverse transition cycling (ITC) aus

ca. 100 g E. coli BL21 (DE3) pLysS. Ausbeuten bezogen auf die Proteinmenge pro eingesetztem
Gramm Biofeuchtmasse (BFM). Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Assay bestimmt.

Zielprotein Experiment Eingesetzte Gesamtprotein- Protein-
BFM (g) menge nach Rei- ausbeute
nigung (mg) (Mgprotein/gBFm)
DP2 1 100 45 0,45
2 105 66,8 0,64
3 99,6 67,1 0,67

3.2.4.3 In vitro Modifikation von DP2 mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase

Zur funktionellen Charakterisierung sollte DP2 mit der rekombinant hergestellten mikrobiellen
Tyrosinase (Hise-mTyr) (Kap. 3.2.1.2, S. 54) hydroxyliert werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Modifikation von Tyr zu DOPA in den adhasiven Einzelblécken (Mfp-3) in
Kap. 3.2.2.3 (S. 64) sowie in den DP1-Varianten in Kap. 3.2.3.3 (S. 80) gezeigt.

Wie bereits in Kap. 2.2.6.3 (S. 45) beschrieben, wurden in dieser Arbeit zwei Methoden ver-
wendet: der qualitative Nachweis von DOPA mittels NBT-Farbung (Kap. 3.2.2.3.1, S. 64) und
die Bestimmung der Anzahl an Hydroxylierungen in den Proteinen mittels MALDI-TOF/TOF-
MS (Kap. 3.2.2.3.2, S. 65). Die Ergebnisse der Modifikation und beider Analysemethoden flr
DP2 sind in den folgenden Kapiteln dargestellt.

3.2.4.3.1 Qualitativer Nachweis von DOPA mittels NBT-Farbung

Die Reaktionsbedingungen fur die Modifikation von DP2 sind in Kap. 2.2.6.4.2 (S. 46) be-
schrieben. In Abb. 3-21 A ist das SDS-PA-Gel der Modifikationsreaktion gezeigt. Die Kontroll-
reaktion (K) mit Hise-mTyr ohne Substrat in Spur 1 zeigt, wie erwartet, ausschlieldlich eine
Bande fiir die Hise-mTyr bei 37 kDa. Vor und nach der Modifikationsreaktion (Spur 3 und Spur
4) ist eine distinkte Bande fiir DP2 zu erkennen. In der Probe nach der Reaktion (Spur 4) ist
zusatzlich eine Bande flr die Hiss-mTyr auf der zu erwartenden Hohe (37,5 kDa) sichtbar,
sowie Banden hoheren Molekulargewichts. Durch die Hydroxylierung der Peptid-gebundenen
Tyr innerhalb von DP2 kommt es vermutlich zur Ausbildung starker intermolekularer Interakti-
onen zwischen DP2-Polypeptidketten, die sich durch SDS und Hitzedenaturierung nicht aufl6-
sen lassen. In Abb. 3-21 B ist der NBT-Blot dargestellt. In der Probe nach Modifikationsreak-
tion (Spur 4) ist auf der zu erwartenden Hohe eine blau-violett gefarbte Bande zu sehen, was
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die erfolgreiche Modifikation von Tyr zu DOPA in DP2 bestétigte. Hingegen ist kein Signal in
der Probe vor der Modifikationsreaktion (Spur 3) detektierbar. Wie bereits in vorherigen Kapi-
teln gezeigt (Abb. 3-9, S. 65 und Abb. 3-17, S. 81), ist auch in diesem Experiment flr die Kon-
trollreaktion mit der Hiss-mTyr ohne Substrat (Spur 1) der NBT-Blot negativ. Wie in der SDS-
PAGE-Analyse konnten ebenfalls im NBT-Blot héhermolekulare Banden in der Probe mit mo-
difiziertem DP2 (Spur 4) nachgewiesen werden. Dies Iasst ebenfalls auf verstarkte intermole-
kularen Interaktionen zwischen DP2-Molekdlen durch die Hydroxylierung zu DOPA schlielRen.

A) SDS-PAGE B) NBT-Farbung
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Abb. 3-21 Modifikation von DP2 und qualitativer Nachweis von DOPA mittels NBT-Farbung

SDS-PAGE Analyse (A) und NBT-gefarbter Western-Blot (B) vor und nach Modifikation von DP2 mit
der mikrobiellen Tyrosinase (Hiss-mTyr) bei 25 °C fur 5 h. M — Marker, (-) — vor Reaktion mit Hise-mTyr,
mod. — modifizierte Proteinvariante nach enzymatischer Reaktion, K — Kontrollreaktion, Hise-mTyr inku-
biert bei 25 °C flir 5 h ohne Substrat. Aufgetragen wurden 5 ug Protein und 5 yL Marker. DP2 (theore-
tisches Molekulargewicht: 67,3 kDa) und Hise-mTyr (theoretisches Molekulargewicht: 37,5 kDa) sind
gekennzeichnet.

Im Anschluss erfolgte ein weiterer Inverse transition cycling (ITC) — Schritt, um das Enzym
vom Zielprotein zu trennen. Wahrend des inversen Temperaturlibergangs bei 40 °C verblieb
Hise-mTyr im Uberstand und modifiziertes DP2 im Pellet. Das Zielprotein wurde in 10 mM NH,-
Acetat (pH 5,0) resolubilisiert, lyophilisiert und bis zur weiteren Untersuchung bei - 20 °C ge-

lagert.

3.2.4.3.2 Bestimmung des Modifizierungsgrades mittels Massenspektrometrie

Fur die quantitative Bestimmung der Hydroxylierungen in DP2 wurde eine MALDI-TOF/TOF-
Analyse durchgefiihrt (Kap. 2.2.6.4.4, S. 47). Aus den Ergebnissen zur massenspektrometri-
schen Untersuchung des adhasiven Einzelblocks Mefp-3 in Kap. 3.2.2.3.2 (S. 65) war bereits
bekannt, dass die mikrobielle Tyrosinase (Hisse-mTyr) in der Lage ist, hochhydroxylierte Pro-
teinspezies zu generieren. Mittels MADLI-TOF/TOF-MS wurden die intakten Massen (engl.
Intact mass) von nicht-modifiziertem und modifiziertem DP2 bestimmt. Jede Hydroxylierung in
DP2 fiihrt zu einer zusatzlichen Masse von ~ 16 Da. Die Proben wurden zuvor mittels HPLC
(Kap. 8.1.2.1.1.1, S. 168) aufgereinigt. Zunachst erfolgte die Messung der nicht-modifizierten
Proteinvariante. Die durchschnittliche theoretische Masse (Maverage) von DP2 betragt
67330,84 Da. In dem aufgenommenen Massenspektrum wurden insgesamt drei verschiedene
Ladungszustande detektiert (Abb. 3-22 A, S. 89), wobei das Signal fir das zweifach positiv
geladene Molekil-lon bei m/z 33599,4 die hochste Intensitat aufwies. Insgesamt wurde eine
durchschnittliche Masse von 67139,5 Da mit einer Standardabweichung (SD) von 81,6 nach-
gewiesen. Erfahrungswerte zeigen, dass die doppelte SD des Messfehlers ein guter
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Kompromiss zwischen Signifikanzverlust und Toleranz gegeniber Ausreil’ern darstellt
[Chamrad et al., 2003]. Somit sind Differenzen + 100 Da bei der Massenberechnung von Pro-
teinen aus MALDI-TOF/TOF-Analysen nicht ungewdhnlich und kénnen zur Identifikation von
Proteinen verwendet werden.
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Abb. 3-22 MALDI-TOF/TOF MS-Analyse DP2 vor und nach der Reaktion mit der mikrobiellen Ty-
rosinase (Hise-mTyr) zur Bestimmung des DOPA-Gehalts

MALDI-TOF-Massenspektren von DP2 zur Bestimmung der intakten Proteinmassen (intact mass ana-
lysis): A — nicht-modifiziert, B — modifiziertes DP2. Insgesamt konnten 3 verschiedene Ladungszusténde
nachgewiesen werden (,Dried-droplet‘-Praparation mit 70 % DHAP-Matrix, Reflektormodus). Die zuge-
horigen detektierten monoisotopischen Massen sind in Tabelle 3-9, S. 90) aufgelistet. DP2 besitzt eine
theoretische monoisotopischen Masse von 67289,43 Da).

Anschliellend erfolgte die massenspektrometrische Analyse von zwei modifizierten Proben
von DP2. Im Mittel wurden Massen von 67958,3 Da und 67973,0 Da detektiert. Dies entspricht
im Durchschnitt einer Anzahl von ca. 51 OH-Resten. Allerdings ist bei den MALDI-Daten von
mod. DP2 zu beachten, dass im Allgemeinen die Intensitat der erhaltenen Signale sehr gering
war und ein relativ hohes Hintergrundrauschen zu verzeichnen war. In DP2 sind insgesamt 25
Tyr enthalten (TE-Block: 15, Mefp-3-Block: 10). Beispielhaft ist in Abb. 3-22 B das Massen-
spektrum von mod. DP2 einer Messung dargestellt. Insgesamt konnten ebenfalls drei La-
dungszustande detektiert werden, wobei das Signal fiir das zweifach positiv geladene Molekiil-
lon bei m/z 33994,8 die hdchste Intensitat aufwies (Tabelle 3-9, S. 90). Basierend auf der
Masse flr nicht-mod. DP2 ergab sich eine Massendifferenz von ca. 818,8 Da, was ~ 51 zu-
satzlichen OH-Resten entspricht. In der DP2 Sequenz sind jedoch nur 25 Tyr enthalten. Aus
diesem Grund kann es, wie bereits fur mod. Mefp-3 gezeigt (Kap. 3.2.2.3.2, Abb. 3-11 C,
S. 67), auch bei DP2 wahrend der enzymatischen Modifikation mit Hise-mTyr zur Ausbildung
von TOPA (3,4,5-Trihydroxyphenylalanin) gekommen sein. Dies musste jedoch in weiterflih-
renden Analysen untersucht und verifiziert werden. Bislang ist in der Literatur keine
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Hydroxylierung Peptid-gebundener Tyr in TE beschrieben. Aus diesem Grund ware eine
exakte Bestimmung der Hydroxylierungen in DP2 in kinftigen Untersuchungen von grofem
Interesse. Zusammenfassend sind die Ergebnisse der MALDI-TOF/TOF MS-Messungen von
nicht-mod. und mod. DP2 in Tabelle 3-9 aufgelistet.

Tabelle 3-9 Ubersicht der detektierten Massen von DP2 aller Ladungszustinde mittels MALDI-
TOF/TOF MS-Analyse (Die theoretische Mayerage von DP2 betriagt 67330,84 Da. Alle Angaben sind
in Dalton (Da).

Protein DP2 mod. DP2 (1) mod. DP2 (2)

Ladungszustand M/Zobser- MAvg., exp. M/Zobserved MAvg. exp. M/Zobserved MAvg., exp.
ved

(M+H)+ 67083,3 67082,3 67903,0 67902,0 67933,3 67932,3

(M+2H)2+ 335994 67196,7 33994,8 67987,6 34007,9 68013,8

(M+3H)3+ 22428,2 67281,5 22662,7 67985,2 22658,7 67973,0

Durchschnittliche 67139,5 67958,3 67973,0

Masse

Standardabwei- 81,63 39,77 33,25

chung

Entspricht folg. An- _

zahl an OH-Gruppen 51 52

3.3 Funktionelle Charakterisierung der Designer-Proteine

Fur die Verwendung der Designer-Proteine (DP) als Bindemittel sind die funktionelle Charak-
terisierung sowie die mechanische Testung der Klebeeigenschaften notwendig. Diese Unter-
suchungen werden in den folgenden Kapiteln vorgestellt. Zur Testung der Funktionalitat der
DP wurden verschiedene Methoden verwendet. Zunachst sollten biochemische Analysen zur
Untersuchung der Proteinstabilitat, des Aggregationsverhaltens sowie der temperaturabhan-
gigen strukturellen Veranderungen mit Bestimmung der Ubergangstemperaturen (T¢) durchge-
fuhrt werden. Diese Experimente wurden mittels nanoDSF (engl. differential scanning fluori-
metry) analysiert und die Ergebnisse sind in Kap. 3.3.1 (S. 91) gezeigt.

Anschlie3end sollten die Bindemitteleigenschaften der DP an der Oberflache geprift werden.
Daflir wurden sowohl modifizierte als auch nicht-modifizierte Proteinvarianten miteinander ver-
glichen, um den Einfluss von L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) als post-translationale Mo-
difikation in den DP zu untersuchen. Wie bereits in Kap. 1.3.1 (S. 9) beschrieben, wurde im
Rahmen dieser Arbeit Sand als Testoberflache gewahlt. Diese hydrophile Oberflache besteht
vorwiegend aus Siliciumdioxid (SiO2, Abb. 1-6, S. 9). Silica- Oberflachen oder auch Glimmer
werden bevorzugt in der Klebstoffforschung als experimentelles Substrat eingesetzt, weil Mica
atomar glatt ist und seine Oberflachenchemie gut reproduzierbar ist. Zunachst wurde die Pro-
teinadsorption der DP im kleinen Mal3stab an SiO,-Oberflachen mittels Quarzkristallmikro-
waage mit Bestimmung des Dissipationsfaktors (QCM-D) gemessen (Kap. 2.2.7.1, S. 48). Ein
Vorteil dieser Methode ist, dass kleinste Massenanderungen in Echtzeit bis in den Nano-
gramm-Bereich (ng/cm?) detektiert werden kdnnen und nur geringe Probenmengen notwendig
sind [Rodahl et al., 1997]. Dadurch kénnen Adsorptions- und Desorptionsprozesse von Prote-
inen (elektrostatische Anziehungskrafte, Van-der-Waals-Krafte, H-Briickenbindungen & hyd-
rophobe Wechselwirkungen) an Oberflachen detektiert werden [HO6k et al., 2001]. Fir die
Untersuchungen der Adsorption der DP wurden SiO2-Quarz-Sensoren (Mica) verwendet. Die
Ergebnisse der Messungen sind in Kap. 3.3.2 (S. 96) gezeigt.
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SchlieBlich erfolgte die Untersuchung der Zug-Scher-Krafte ausgewahlter Proteinvarianten
nach der DIN EN 1465 Prifvorschrift. In der Literatur werden Zug-Scher-Versuche zur Testung
der Funktionalitat eines proteinogenen Bindemittels vielfach eingesetzt [Brennan et al., 2017;
Cha et al., 2009; Choi et al., 2012; Gim et al., 2008; Yang et al., 2013]. Die Ergebnisse der
Zug-Scher-Versuche werden in Kap. 3.3.3 (S. 109) vorgestellt.

3.3.1 Thermodynamische Untersuchungen zur Stabilitat der Desig-
ner-Proteine mittels nanoDSF (differential scanning fluori-

metry)

Die Charakterisierung der thermischen Stabilitdt der gereinigten Designer-Proteine (DP),
DP1A/B-Variante, DP2, Mefp-3 und Mgfp-3, erfolgte Uber automatisierte differential scanning
fluorimetry (DSF)-Experimente. Die experimentellen Bedingungen sind in Kap. 2.2.6.2 (S. 44)
beschrieben. Die DP wurden vergleichend jeweils ohne und mit Modifikation (DOPA) analy-
siert, um den Effekt der Hydroxylierung auf die thermodynamischen Eigenschaften der Prote-
ine zu untersuchen. Die nanoDSF Untersuchungen fiir die DP1-Varianten wurden in folgen-
dem Puffer durchgefihrt: 100 mM NaH2PO., 10 mM TRIS, 300 mM NaCl, 0,5 M KCI (pH 8,0).
Die DP1-Varianten enthalten als zentralen Protein-Block ELP. Eine Eigenschaft von ELP ist
der Ubergang von einer unstrukturierten Anordnung (random-coil) zu geordneten intra- und
intermolekularen B-Helix-Strukturen (B-spiral) bei der sequenzspezifischen T: [Girotti et al.,
2004]. Diese Fahigkeit von ELP zur Strukturanderung wurde in der vorliegenden Arbeit bereits
fur die Reinigung der DP1-Varianten mittels ITC in dem genannten Puffersystem genutzt
(Kap. 3.2.3.2.2, S. 74). Im Folgenden ist reprasentativ das Ergebnis einer Messung pro DP1-
Proteinvariante graphisch dargestellt. Die weiteren Messkurven befinden sich im Anhang
(Kap. 8.2, S. 175).

In Abb. 3-23 A (S. 92) ist das Verhaltnis der Fluoreszenzen bei 350 und 330 nm fir die Tem-
peraturiibergange der DP1A-Variante von 15 — 95 °C (Heizphase) und von 95 — 15 °C (Ab-
kiihlphase) gezeigt. Die Schmelzkurven zeigen einen sigmoidalen Verlauf mit einem Uber-
gang, was fur zwei strukturell verschiedene Zustande spricht. Die T-Werte werden basierend
auf der Gibb’s-Gleichung (Gl. 1, S. 44) am Wendepunkt (Markierungslinien) der sigmoidalen
Kurven bestimmt. Bei dieser Temperatur liegen die Proteine theoretisch zu gleichen Teilen in
beiden moglichen strukturellen Zustanden vor. Fir eine bessere Visualisierung ermoglicht die
NanoTemper Software ,PR.ThermControl“ eine direkte Auswertung nach erster Ableitung der
Ubergangskurven. Hier beschreiben die Extrema den T+Wert. Fir die DP1A-Variante (Abb.
3-23 B, griine Kurven) liegt das Minimum und somit T bei 24 °C und fir die modifizierte DP1A-
Variante (blaue Kurven) bei 31,7 °C. Die Hydroxylierung der Tyr in der DP1A-Variante ruft eine
Verschiebung von T; um + 7,7 °C hervor und fuhrt zu einem veranderten Verhalten der tem-
peraturabhangigen Strukturanderung. In der Abklhlphase zeigt sich, dass dieser Prozess re-
versibel ist. Diese Eigenschaft des ELP-Blocks wurde wahrend der Reinigung mittels ITC
(Kap. 3.2.3.2.2, S. 74) ausgenutzt. In der Abklhlphase erreichte die Fluoreszenz in allen Pro-
ben ihren Ausgangswert, was fir eine vollstdndige Reversibilitdt der Strukturanderung der Pro-
teine spricht. Die Tisind vergleichbar mit denen aus der Heizphase (Abb. 3-23 B).

Neben der Bestimmung von T: sollte das Aggregationsverhalten untersucht werden. Die Er-
gebnisse sind in Abb. 3-23 C gezeigt. Parallel zur Messung der Fluoreszenz wurde die Streu-
ung in mAU im sichtbaren Wellenlangenbereich bestimmt. Durch die Reflexionstechnologie
lasst sich der Beginn der Aggregation (Tstrt) laut Hersteller ab einer PartikelgroRe > 25 nm
messen. Fiur die DP1A-Variante (griine Kurve) liegt Tstr bei 23 °C und fiir die mod. DP1A-
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Variante (blaue Kurve) bei 30,1 °C. Auch bei dieser Messung zeigte sich der Einfluss der Hyd-
roxylierung (DOPA) der DP1A-Variante. Mit Modifikation setzt die Aggregation des Proteins
spater ein.
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Abb. 3-23 Messung des thermisch induzierten strukturellen Ubergangs der DP1A-Variante (nicht-
modifiziert — griin, modifiziert — blau) mittels nanoDSF zur Ermittlung der Ubergangs-temperatu-
ren (Ty)

Vergleichend wurde die Veranderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz der DP1A-Variante
(grine Kurven, s. Legende) und der modifizierten DP1A-Variante (blaue Kurven, s. Legende) analysiert.
Untersucht wurde sowohl die Heiz- als auch die Abkihlphase im Temperaturbereich von 15 — 95 °C mit
einer Temperaturrampe von 1 °C/min im ITC-Puffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NacCl;
pH 8,0). Fur die Messungen wurde eine Anregung von 45 % gewahlt. Alle Proben wurden in Triplikaten
(n = 3) gemessen (Abb. 8-18, S. 182). Zur Ubersichtlichkeit wird eine aus drei Messungen gezeigt. A)
Aufgetragen ist das Fluoreszenzverhaltnis der beiden Wellenlangen (F3so nm/F330 nm) gegen die Tempe-
ratur. B) Auftragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A gegen die Temperatur. Aus den
lokalen Extrema kdnnen die Ubergangstemperaturen (T:) ermittelt werden (Angabe der Tt in der Abb.).
C) Auftragung der Streuung in mAU gegen die Temperatur. Daraus lasst sich der Beginn der Aggrega-
tion (Tstrt) ablesen (Angabe der Tstwrt in der Abb). Die Auswertung erfolgte mit der Software
-,PR.ThermControl“ (NanoTemper Technologies).

Vergleichend wurde die DP1B-Variante mittels nanoDSF untersucht (Abb. 3-25, S. 94). In Abb.
3-25 Aist das Verhaltnis der Fluoreszenzen bei 350 und 330 nm fir die Heiz- und Abkihlphase
gezeigt aus denen T; bereits abgelesen werden kann (Markierungslinien). Aus der Auftragung
der 1. Ableitung gegen die Temperatur erfolgte die Bestimmung von T; (Abb. 3-25 B). In der
Heizphase sind interessanterweise zwei lokale Minima pro Proteinvariante zu erkennen:
DP1B-Variante (griine Kurven) bei 24,7 °C (T) und 54,3 °C(Tw); mod. DP1B-Variante (blaue
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Kurven) bei 25,5 °C (Tv1) und 91,2 °C(Tw). Beim Vergleich der T zeigte die Hydroxylierung
der DP1B-Variante keinen grofRen Effekt (Verschiebung von T: um + 0,8 °C). Im Gegensatz
zur DP1A-Variante (Abb. 3-23 B) scheint die Modifikation (DOPA) kaum Einfluss auf die tem-
peraturabhangige Strukturdnderung zu haben. Allerdings zeigte die Hydroxylierung einen Ein-
fluss auf die Fluoreszenzintensitat zu Beginn jeder Messung. Im Mittel war diese mit Modifika-
tion um = 100 counts*mm geringer. Die Fluoreszenzemission wird folglich durch die weitere
Hydroxylgruppe in ortho-Position zur OH-Gruppe am Phenolring beeinflusst und es kommt
zum Quenching. Dieser Zusammenhang konnte fur alle untersuchten Proteine gezeigt werden
(Tabelle 8-8, S. 187). In der Abklhlphase zeigte sich wie fir die DP1A-Variante, dass dieser
Prozess reversibel ist. Die Fluoreszenz erreichte in der Abklhlphase in allen Proben ihren
Ausgangswert, was fir eine vollstandige Reversibilitdt der Strukturanderung der Proteine
spricht. Die Tisind vergleichbar mit denen aus der Heizphase (Abb. 3-25 B). Die Unterschiede
in der temperaturabhangigen Strukturanderung beider DP1-Proteine sind vermutlich auf die
verschiedenen Anhange N- und C-terminal des ELP-Blocks zurtickzufiihren. Zur Veranschau-
lichung sind die DP1-Varianten als Einbuchstabencode in Abb. 3-24 dargestellt. Durch das
Online-tool SIAS (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html) unter Verwendung der Stan-
dardeinstellungen ergab das multiple sequence alignment der adhasiven Mfp-3-Anteile (gruin)
folgende Resultate: N-Terminus, Identitat 40 % und Ahnlichkeit 60 %; C-Terminus, Identitat
91,66 % und Ahnlichkeit 91,66 %. Aus dieser Analyse ging hervor, dass sich die beiden Pro-
teine vor allem im N-terminal signifikant unterscheiden.

DP1A-Variante

RGKYW — (GGGas), (VPGVG);s (GGGGS), ADYYGPNYGPPR

DP1B-Variante

KYYGG— (cGaas), (VPGVG),5 (GGGGS), ADYYGPKYGPPR
(hypothetischer C-Terminus)

Abb. 3-24 Mfp-3-Sequenzanteile N- und C-terminal des ELP-Blocks in den DP1-Varianten

Schematische Darstellung der Aminosauresequenz der DP1A/B-Varianten nach Bestimmung der Pro-
teintermini durch Edman-Sequenzierung und ISD/T3-Sequenzierung. Der C-Terminus der DP1B-
Variante ist hypothetisch, da eine Sequenzierung nicht durchgefiihrt wurde. In MALDI-MS Messungen
konnten jedoch eine Masse von 34608,11 Da nachgewiesen werden, die diese Sequenz bestatigte
(Kap. 8.1.2, Abb. 8-4, S. 172). Aufgrund dieser Daten ist davon auszugehen, dass die Fragmentierung
auch in der DP1B-Variante zwischen zwei basischen Aminosauren stattfand (Tabelle 3-5, S. 78; Abb.
3-16, S. 79). Aufbau der Proteine: GGGGS-Linker (grau), Mfp-3-Sequenzanteil als adhasiver Rest
(griin) und ELP als kohasiver Block (blau).

Die Ergebnisse zum Aggregationsverhalten sind in Abb. 3-25 C dargestellt. Fir DP1B-Variante
(grine Kurve) liegt Tstartbei 24,4 °C und fir die mod. DP1B-Variante (blaue Kurve) bei 24,5 °C.
Auch bei dieser Analyse scheint die Modifikation (DOPA) von der DP1B-Variante kaum einen
Effekt zu zeigen. Die Ursache liegt vermutlich an einer unterschiedlichen Verteilung der Pro-
teinvarianten mit einer hohen Anzahl an Hydroxylierungen. Durch die Modifikation der Desig-
ner-Proteine mit der mikrobiellen Tyrosinase (Hise-mTyr) wird ein Proteingemisch erzeugt, wel-
ches flr die DP1B-Variante, die vier Tyr enthalt, Proteinvarianten mit theoretisch 1 — 4 zusatz-
lichen OH-Gruppen erzeugen kann. Dieser Zusammenhang wurde massenspektrometrisch fur
die Einzeldomane Mefp-3 exemplarisch gezeigt. Nach chromatografischer Auftrennung der
modifizierten Probe mittels HPLC liegt im Massenspektrum eine Verteilung unterschiedlich



3 Ergebnisse 94

hydroxylierter Proteinvarianten von Mefp-3 vor (Abb. 3-11, S. 67). Daher besteht die Annahme,
dass diese Verteilung ebenfalls bei den modifizierten DP1A/B-Proben vorliegen kann. In der
untersuchten Probe der modifizierten DP1B-Variante mittels nanoDSF war die Anzahl an Hyd-
roxylierungen wahrscheinlich sehr gering, wodurch kaum Unterschiede zwischen dem modifi-
zierten und nicht-mod. Protein messbar waren.
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Abb. 3-25 Messung des thermisch induzierten strukturellen Ubergangs der DP1B-Variante (nicht-
modifiziert — griin, modifiziert — blau) mittels nanoDSF zur Ermittlung der Ubergangs-temperatu-
ren (Ty)

Vergleichend wurde die Veranderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz der DP1B-Variante
(griine Kurven, s. Legende) und der modifizierten DP1B-Variante (blaue Kurven, s. Legende) analysiert.
Untersucht wurde sowohl die Heiz- als auch die Abkihlphase im Temperaturbereich von 15 — 95 °C mit
einer Temperaturrampe von 1 °C/min im ITC-Puffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NacCl;
pH 8,0). Fir die Messungen wurde eine Anregung von 100 % gewahlt. Alle Proben wurden in Triplikaten
(n = 3) gemessen (Abb. 8-19, S. 183). Zur Ubersichtlichkeit wird eine aus drei Messungen gezeigt. A)
Aufgetragen ist das Fluoreszenzverhaltnis der beiden Wellenlangen (Fsso nm/F330nm) gegen die Tempe-
ratur. B) Auftragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A gegen die Temperatur. Aus den
lokalen Extrema kénnen die Ubergangstemperaturen (T:) ermittelt werden (Angabe der Tt in der Abb.).
C) Auftragung der Streuung in mAU gegen die Temperatur. Daraus Iasst sich der Beginn der Aggrega-
tion (Tstrt) ablesen (Angabe der Tstrt in der Abb). Die Auswertung erfolgte mit der Software
-PR.ThermControl“ (NanoTemper Technologies).

Zusammenfassend wurde fir beide DP1-Varianten eine geringere T; bestimmt, als in der Lite-
ratur beschrieben [Desai et al., 2016]. Desai und Kollegen zeigten bei dem ELP mit 75 Penta-
peptid-repeats (VPGVG), einen Temperaturibergang (T:) bei 34 °C. Aufgrund der flankieren-
den Mfp-3-Anteile N- und C-Terminal der ELP-Sequenz in den DP1 (Abb. 3-16, S. 79) war
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jedoch ein Einfluss auf die Strukturanderung als auch eine Verschiebung von T:zu erwarten.
Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass eine negative Korrelation zwischen T: und der Hyd-
rophobizitat des Fusionspartners besteht [Park und Won, 2009; Trabbic-Carlson et al., 2004].
Da der ELP-Phasenibergang durch hydrophobe Wechselwirkungen induziert wird, kénnen
auch flankierende Sequenzen die Strukturanderung des Proteins beeinflussen. Dieser Zusam-
menhang zeigt sich auch in den Resultaten der hydroxylierten DP1A-Variante. Die DOPA-
Modifikation flhrte im Mittel zu einer Veranderung der intermolekularen Wechselwirkungen
und Erhdéhung von T; auf ~ 32 °C. Im Allgemeinen ist aus der Literatur bekannt, dass die Flu-
oreszenzintensitat durch die Hydroxylierung von Tyr zu DOPA beeinflusst wird [Guo et al.,
2020]. In der Studie von llamaran und Kollegen wurde der Einfluss von DOPA auf die Ausbil-
dung der Tripelhelix in einem kollagenartigen Protein (CLP) mittels nanoDSF nachgewiesen
[llamaran et al., 2020]. Die Daten zeigten fir mod. CLP eine Verschiebung von Trum + 5 °C
und die Forscher postulierten, dass die Modifikation zu DOPA die Neigung zur Ausbildung
einer Tripelhelix als auch die strukturelle Stabilitat durch die erhéhte intermolekulare Vernet-
zung von CLP erhoht.

Neben den DP1A/B-Varianten wurden ebenfalls die Einzeldomanen Mefp-3 und Mgfp-3 mittels
nanoDSF analysiert. Bei Mfp-3 handelt es sich um kleine unstrukturierte Proteine. In den na-
noDSF Analysen beider Proteine zeigten sich keine typischen Ubergangskurven. Lediglich die
Fluoreszenzintensitat anderte sich im Verlauf des Temperaturgradienten und erreichte nach
der Abkuhlphase in allen Proben ihren Ausgangswert. Im Allgemeinen zeigten die Ergebnisse
keine klassische Entfaltung bzw. mit Fluoreszenz nachweisbare Strukturanderung der Mfp-3
als auch keine Aggregation. Durch die Modifikation (DOPA) veranderte sich die Fluoreszenzin-
tensitat, wie zu erwarten war [Guo et al., 2020]. Die Ergebnisse sind dem Anhang (Kap. 8.2,
Mefp-3: Abb. 8-21, S. 185; Mgfp-3: Abb. 8-22, S. 186) zu entnehmen.

AbschlieRend wurde die thermische Stabilitat von DP2 untersucht. DP2 lag als Proteingemisch
vor, da durch die Reinigung mittels ITC (engl. Inverse transition cycling) verklrzte Proteinvari-
anten nicht abgetrennt werden konnten (Kap. 3.2.4.2, Abb. 3-20, S. 86, Spur 12). Die massen-
spektrometrische Analyse konnte bestatigen, dass es sich bei den anderen Proteinen um Spe-
zies von DP2 handelt (Abb. 3-22, S. 89). Daher war fiir die Verwendung als Proteinkleber keine
weitere Abtrennung der DP2-Varianten notwendig. Aufgrund dieser heterogenen Zusammen-
setzung der finalen Probe war jedoch eine gezielte nanoDSF-Analyse des Volllangenproteins
(ohne verkurzte DP2-Varianten) nicht mdglich. Die Ergebnisse der Analysen sind dem Anhang
zu entnehmen (Kap. 8.2, Abb. 8-20, S. 184). Im Allgemeinen zeigte die Probe eine geringe
Sensitivitat mit einem hohen Signal-Rausch-Verhaltnis. Aus diesem Grund war kaum eine An-
derung in der Fluoreszenz und folglich eine strukturelle Anderung im Temperaturgradienten
sichtbar (Abb. 8-20 A). Eine mdgliche Erklarung lasst sich im Aufbau von DP2 (Kap. 3.1.1.3,
S. 52) finden. DP2 enthalt Tropoelastin (TE, Isoform-2) als koh&siven Block. Als Besonderheit
und Unterschied zum ELP-Block in den DP1A/B-Varianten, besteht TE aus hydrophilen (Lys-
und Ala-Resten) und hydrophoben Domanen (repetitive Motive aus Gly, Val und Pro). Der
temperaturresponsive ELP-Block in den DP1A/B-Varianten ist ausschlieRlich aus dem Penta-
peptid-Repeat VPGVG7s aufgebaut. Aus diesem Grund sind die intra- und intermolekularen
Interaktionen aufgrund einer Temperaturanderung in den DP1-Varianten vermutlich starker als
in DP2. Zusatzlich werden in DP2 neben den Tyr im Mefp-3-Block auch Tyr im TE-Block von
der Hiss-mTyr hydroxyliert (Abb. 3-22, S. 89). Diese zusatzlichen Modifikationen im kohasiven
Block von DP2 haben ebenfalls einen Einfluss auf die Struktureigenschaften, die messbare
Fluoreszenz der Tyr/DOPA-Seitenketten sowie das Verhalten im Temperaturgradienten. Aus
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der Darstellung der 1. Ableitung aus dem Verhaltnis aus F3s0nm/F330 nm gegen die Temperatur
zur Bestimmung von Tiwar deutlich erkennbar, dass es sich um ein Proteingemisch handelt
und aus diesem Grund ein schlechtes Signal-Rausch-Verhaltnis vorlag (Kap. 8.2, Abb.
8-20 B). Ebenfalls war keine messbare Aggregation des Proteins unter den getesteten Bedin-
gungen nachweisbar (Abb. 8-20 C).

Abschlielend sind die Ergebnisse der untersuchten DP1-Varianten zu den Temperaturiber-
gangen (Tt) und dem Beginn der Aggregation (Tstrt) mittels nanoDSF tabellarisch zusammen-
gefasst (Tabelle 3-10, S. 96). Aufgelistet sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Messun-
gen (n = 3) sowie deren Standardabweichung (SD). Insbesondere fir die DP1A-Variante
zeigte sich der Einfluss der Hydroxylierung (DOPA) auf den thermischen Ubergang des Pro-
teins. Die Modifikation innerhalb der DP1A-Variante rief eine Verschiebung von Trum + 7,7 °C
hervor. Aus den Ergebnissen geht hervor, dass die Ausbildung von Sekundarstrukturelemen-
ten in den DP1-Varianten durch die DOPA-Modifikation beeinflusst und verzdgert wird. Des
Weiteren zeigte die Modifikation der DP1A-Variante ein verandertes Aggregationsverhalten.
Bei den modifizierten Proteinvarianten setzte die Aggregation erst bei hdheren Temperaturen
ein. Des Weiteren zeigte die Hydroxylierung der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA in allen
Proben zu Beginn jeder Messung eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu
den nicht-modifizierten Proteinen (Tabelle 8-8, S. 187). Erwartungsgemal zeigten die Analy-
sedaten, dass die zusatzliche Hydroxylgruppe in ortho-Position ein Quenching der Fluores-
zenzemission ausloste. Dieser Zusammenhang ist bereits in der Literatur beschrieben [Guo et
al., 2020].

Tabelle 3-10 Zusammenfassung der ermittelten Temperaturiibergénge (Tt) und dem Beginn der

Streuung (Aggregationsverhalten) der DP1-Proteine mittels nanoDSF. Gezeigt sind die Mittel-
werte sowie die Standardabweichungen (SD) aus drei Messungen (n = 3).

Zielprotein T¢(°C) in Heizphase T:(°C) in Abkiihlphase Tstart Streuung (°C) bei
Entfaltung
Mittelwert SD Mittelwert SD Mittelwert SD
DP1A-Variante 23,97 0,058 20,97 0,058 23,03 0,115
mod. DP1A-Variante 31,57 0,153 29,17 0,306 30,39 0,266
DP1B-Variante 25,07 0,351 25,13 0,289 2477 0,323
mod. DP1B-Variante 25,43 0,115 25,87 0,493 25,32 0,746

3.3.2 Untersuchung der Proteinadsorption der Designer-Proteine
mittels QCM-D

Die Messungen zur Proteinadsorption erfolgten an einer Quarzkristallmikrowaage mit Bestim-
mung des Dissipationsfaktors (QCM-D). Der Versuchsaufbau erfolgte nach Literaturangaben
[Petrone et al., 2015] und ist in Kap. 2.2.7.1 (S. 48) beschrieben. Fir die Messungen wurden
SiO2-Quarzsensoren verwendet, da diese Oberflache mit Mica (Verwendung in den Zug-
Scher-Versuchen: Kap. 3.3.3, S. 109) vergleichbar ist. Sowohl Mica als auch Sand bestehen
hauptséachlich aus SiO, (Kap. 1.3.1, S. 9). Deshalb eignen sich SiO,-Sensoren und Mica gut
fur Vorversuche im Hinblick auf die geplante Nutzung der Designer-Proteine (DP).

In Vorbereitung auf den Vergleich der Proteinadsorption der in der vorliegenden Arbeit produ-
zierten DP, mit und ohne DOPA-Modifikation, sollte die QCM-Methode zunachst etabliert wer-
den. Dafir wurde der Einfluss der Proteinkonzentration (Kap. 3.3.2.1, S. 97), der Applikations-
zeit (Kap. 3.3.2.2, S. 99) sowie der Messtemperatur (Kap. 3.3.2.3, S. 100) auf die Proteinad-
sorption an die SiO2-Sensoroberflache (OF) untersucht. Fir diese Vorversuche wurde die
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nicht-modifizierte DP1A-Variante ausgewahlt, da das Protein den temperaturresponsiven
ELP-Block als kohasive Einheit (Abb. 3-1, S. 51) enthalt und von einem Einfluss der Messtem-
peratur auszugehen war. Nach Etablierung und Festlegung der Messparameter erfolgte der
Vergleich der Proteinadsorption ausgewahlter DP auf die SiO2-Sensoren. Vergleichend wur-
den die Proteinvarianten mit und ohne DOPA-Modifikation untersucht (Kap. 3.3.2.4, S. 102).

3.3.2.1 Untersuchungen zum Einfluss der Konzentration

Zunachst wurde die Konzentrationsabhangigkeit der DP1A-Variante auf die Proteinadsorption
untersucht. Daflir wurden folgende Protein-Stammldsungen in ITC-Puffer (100 mM NaH2PO.,
10 mM TRIS, 300 mM NaCl; pH 8,0) eingesetzt: 0,05; 0,1; 0,2 und 0,4 mg/mL. In Abb. 3-26 A
sind die Adsorptionsverlaufe der DP1A-Variante im Frequenzplot auf die SiO»-Sensoren ge-
zeigt. Beispielhaft wurde eine Kurve pro Proteinkonzentration aufgetragen (Abb. 3-26 A Le-
gende). Die Messung Iasst sich in drei Schritte unterteilen: Aquilibrierung des Sensors mit PBS
(1), Proteinapplikation (2) und finaler Waschschritt mit PBS (3). Die finalen Frequenzanderun-
gen (Af) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz jeder Messung. Die Start-
frequenz ist nach der Aquilibrierung des Sensors mit PBS abzulesen. Im Anschluss erfolgte
die Proteinapplikation und nach ca. 7,5 min begann die Beladung des Sensors mit Protein,
was aus der starken Abnahme in der Frequenz hervorging. Darlber hinaus sind im Pro-
teinapplikations-Schritt zwei Phasen (I + 1) erkennbar. Zunachst war eine starke Frequenzan-
derung von Minute 8 — 9 messbar (I). In der 2. Phase (ll) erfolgte eine Abflachung der Kurven
(geringeres Af). Aus den Kurvenverlaufen zum Adsorptionsverhalten lasst sich die Annahme
ableiten, dass in der 1. Phase die Sensoroberflache vollstdndig mit Protein benetzt wird (Ad-
hasion), wahrend in der 2. Phase bereits Proteinschichten (multilayer) durch die Eigenschaften
des kohasiven ELP-Blocks zwischen den Proteinketten der DP1A-Variante ausgebildet wer-
den. Nach 10-mindtiger Proteinapplikation war die Ausbildung der Proteinschichten noch nicht
abgeschlossen, da die Frequenz weiterhin abnahm. Dennoch wurde an dieser Stelle der finale
Waschschritt mit PBS (3) gestartet, da der Einfluss der Applikationszeit separat in einem wei-
teren Experiment (Kap. 3.3.2.2, S. 99) betrachtet wurde. Interessanterweise wurde in diesem
Schritt fir die Proteinkonzentrationen von 0,05 mg/mL (schwarze Kurve), 0,1 mg/mL (rote
Kurve) und 0,2 mg/mL (blaue Kurve) wieder ein Grofiteil des Proteins ausgewaschen, da die
Frequenzanderung zunahm. Der finale Wert beim Erreichen eines stabilen Frequenzwertes
(Endfrequenz) entsprach dabei dem Af aus der 1. Phase (von Schritt 2) der Beladung der
Sensoroberflache mit Protein (Tabelle 3-11, S. 99, rechte Spalte). Somit war davon auszuge-
hen, dass die gebildeten Proteinschichten wahrend der Applikation wieder durch PBS herun-
tergewaschen wurden. Lediglich die Proteinschicht der Adhasionsphase (Beladung der Sen-
soroberflache, 8 — 9 min) blieb an der direkten SiO,-OF haften. Eine Ausnahme stellt die Mes-
sung mit 0,4 mg/mL Protein dar. Dort scheinen die beiden Phasen der Proteinapplikation
(Schritt 2) ineinander Uberzugehen und das finale Af ist hdher als das Af aus der 1. Phase
(Beladung der Sensoroberflache mit Protein). Somit blieb ein Teil der Proteinschichten (mul-
tilayer) erhalten. Dieses Resultat zeigte, dass die applizierte Proteinmenge einen Einfluss auf
die Beladung des Sensors ausibt. Die finalen Frequenzanderungen aller Messungen sind in
Tabelle 3-11 (S. 99) zusammengefasst.

Jedoch zeigten sich wahrend der Waschphase (Schritt 3) mit PBS fiir 0,2 mg/mL (blaue Kurve)
und 0,4 mg/mL (grine Kurve) Frequenzausschlage. Bei der Probe mit 0,4 mg/mL ist dieser
besonders deutlich. Die Ursache daflr liegt im konzentrationsabhangigen Aggregationsver-
halten von DP1A. Im Verlauf der Messung bei 25 °C trat eine Tribung der Proteinlésungen in
den Gefalden auf, was die Hypothese der Proteinaggregation durch die starke Interaktion der
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DP1A-Variante unter diesen Bedingungen stitzt. Diese kleinen Proteinaggregate werden
durch die Schlauche und die Messkammer gesplilt und verursachen, ohne direkt in Wechsel-
wirkung zu treten, lokale Frequenzanderungen (eine erhdhte Masse auf dem Sensor). Da
diese Proteinaggregate keine Interaktion zu den Sensor-gebundenen DP1A-Molekilen einge-
hen kénnen, werden sie direkt wieder vom Sensor heruntergespllt und es kommt zu einer
Erhéhung der Frequenz bis zum Erreichen eines stabilen Frequenzwertes (Endfrequenz). Zu-
satzlich erfolgten Untersuchungen zur dynamischen Lichtstreuung (DLS) bei den verschiede-
nen Proteinkonzentrationen zur Uberpriifung der Hypothese (Kap. 2.2.6.3, S. 45). Die Mes-
sungen bestatigten, dass es bei héheren Konzentrationen zur Ausbildung von Proteinaggre-
gaten durch die starken intra- und intermolekularen Interaktionen bei der DP1A-Variante
kommt und der PDI (Polydispersitatsindex) mit héherer Konzentration zunahm (Anhang,
Kap. 8.2, Abb. 8-23, S. 187 und Tabelle 8-9, S. 188).
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Abb. 3-26 Abhangigkeit der Frequenzédnderung von der Konzentration an DP1A-Variante

Vergleich der Proteinadsorption der DP1A-Variante an SiO2-Sensoren wahrend einer Applikationszeit
von 10 min, einer Flussrate von 60 uL/min bei 25 °C. A — Frequenzplot fur die verschiedenen Konzent-
rationen (0,05 — 0,4 mg/mL DP1A-Variante). Es wird beispielhaft eine Kurve pro Proteinkonzentration
gezeigt (s. Legende). Die Messung lasst sich in drei Schritte unterteilen: 1 — Aquilibrierung des Sensors
mit PBS, 2 — Proteinapplikation (I — 1. Phase, Il — 2. Phase), 3 — Finaler Waschschritt mit PBS. Die
finalen Frequenzanderungen (Af) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz jeder Mes-
sung. B — Abhangigkeit der finalen Frequenzanderung (Af) von der eingesetzten Proteinkonzentration
wahrend der Messung (n = 3). Die Messdaten aller Messungen sind Tabelle 3-11 zu entnehmen.

Der Zusammenhang zwischen der finalen Frequenzanderung (Af) und der Konzentration an
DP1A-Variante ist Abb. 3-26 B dargestellt. Aufgetragen sind die Mittelwerte der Frequenzan-
derungen aller untersuchten Konzentrationen und deren Standardabweichungen (n = 3). Mit
héherer Konzentration der Proteinldsung konnte eine gréRere finale Frequenzénderung erzielt
werden. So wurde beispielsweise flr eine Stammlésung von 0,05 mg/mL ein Af von 97,2 +
3,81 Hz und fir 0,4 mg/mL ein Af von 690,4 + 8,71 Hz ermittelt. Die Frequenzanderungen aller
Proteinkonzentrationen sind in Tabelle 3-11 (S. 99) zusammengefasst. Im Allgemeinen liegen
die Fehleramplituden von QCM-Messungen mit Proteinen im Bereich von 5 — 15 % [Ausili et
al., 2012; Chandrasekaran et al., 2013; Chen et al., 2010; Lord et al., 2006]. Die ermittelten
Standardabweichungen (SD) liegen somit im Normbereich. Obwohl eine erhéhte Konzentra-
tion einen positiven Einfluss auf die Frequenzanderung und die Adhasion zeigte, nahm zeit-
gleich auch die Loslichkeit ab, da die DP1A-Variante verstarkt intra- und intermolekulare Inter-
aktionen einging. Die Ausbildung dieser Proteinaggregate fiihrte zu ungewollten Frequenzaus-
schlagen, die zufallig und nicht standardisierbar auftraten. Dies war durch eine Tribung der
Proteinlésung ab einer Konzentration von 0,2 mg/mL zu beobachten und konnte durch DLS-
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Messungen (Kap. 8.2, Abb. 8-23 und Tabelle 8-9, S. 188) bestatigt werden. Aus diesem Grund
wurde fir die nachfolgenden Untersuchungen eine Proteinkonzentration von 0,1 mg/mL ge-
wahlt, um aussagekraftige und verlassliche Datensatze und generieren.

Tabelle 3-11 Zusammenfassung der finalen Frequenzédnderungen aus den QCM-Messungen zur
Konzentrationsabhangigkeit. Gezeigt sind die Ergebnisse aus drei Messungen (n = 3, SD = Stan-
dardabweichung). Zusétzlich sind beispielhaft die Af-Werte aus der 1. Phase (von Schritt 2), der
Beladung der Sensoroberflache mit Protein aus Abb. 3-26 (S. 98) aufgefiihrt.

Konzentration der Afi (Hz) Afa(Hz) Afz;(Hz) Mittelwert SD Afsensorbeladung
DP1A-Variante Af (Hz) (Hz) (Hz)
(mg/mL)

0,05 100,97 97,17 93,36 97,17 3,81 92,32

0,1 233,54 239,92 226,07 233,18 6,93 192,62
0,2 331,88 357,57 311,43 333,63 23,12 306,37
0,4 680,45 694,24 696,56 690,42 8,71 321,27

3.3.2.2 Untersuchungen zum Einfluss der Applikationszeit

AnschlielRend wurde die Proteinapplikationszeit untersucht, um zu ermitteln ob eine langere
Beladung des SiO2-Sensors zu einer hoheren finalen Frequenzanderung (Af) fuhrt. In Abb.
3-27 sind die Adsorptionsverlaufe der DP1A-Variante im Frequenzplot auf die SiO>-Sensoren
gezeigt. Zum Vergleich wurden 10 min und 30 min Proteinapplikation untersucht. Beispielhaft
ist eine Kurve pro Applikationszeit dargestellt (s. Legende). Auch bei dieser Messung wird in
die drei Schritte Aquilibrierung des Sensors mit PBS (1), Proteinapplikation (2), finaler Wasch-
schritt mit PBS (3) unterteilt, mit der Variation 10 min und 30 min in Schritt 2. Die Startfrequenz
ist nach der Aquilibrierung des Sensors mit PBS abzulesen. Im nachfolgenden Schritt der Pro-
teinapplikation waren wie bereits in den Untersuchungen zur Proteinkonzentration in
Kap. 3.3.2.1 zwei Phasen (I + Il) erkennbar. Zunachst erfolgte eine starke Frequenzanderung
von Minute 8 — 10 (Adhéasion — Benetzung der Sensoroberflache mit Protein, phase 1), gefolgt
von einer Abflachung der Kurven (geringeres Af, Kohasion — Ausbildung von multilayern). Bei
dem direkten Vergleich beider Applikationszeiten zeigte sich, dass auch nach 30 min die Fre-
quenz kontinuierlich abnahm und es nicht zur Ausbildung eines stabilen Af kam. Jedoch sind
die finalen Af-Werte nach dem PBS-Waschschritt vergleichbar. Dieser Wert ist demnach un-
abhangig von der Applikationszeit des Proteins (Tabelle 3-12, S.100). Bei einer Proteinappli-
kation von 10 min (Abb. 3-27, blaue Kurve) wurde im Durchschnitt eine finale Frequenzande-
rung von 238,25 + 35,36 Hz erhalten. Vergleichend dazu ergab eine Proteinapplikation von
30 min (Abb. 3-27, grine Kurve) im Mittel ein Af von 246,89 + 25,32 Hz. Die Ergebnisse aus
der dreifach Bestimmung sind in Tabelle 3-12 (S.100) zusammengefasst. Anhand der Fehler-
amplituden liegen die finalen Af-Werte im gleichen Bereich und unabhangig von der Applikati-
onszeit ist ein vergleichbares Verhalten gegeben. Die Frequenzplots auf die SiO,-Sensoren
aller Messungen sind dem Anhang (Kap. 8.2, Abb. 8-25, S. 189) zu entnehmen.

Wie bereits in Kap. 3.3.2.1 (S. 97) gezeigt, konnten auch in diesem Versuchsaufbau zwei Pha-
sen zum Adsorptionsverhalten der DP1A-Variante in den Kurvenverlaufen beobachtet werden
(Phase 1 — Adsorption, Phase 2 - Kohasion). Anhand der QCM-Daten ist die Ausbildung der
Proteinschichten nach 30-minudtiger Applikationszeit noch nicht abgeschlossen, da die Fre-
quenz weiterhin abnahm. Dieser Zusammenhang wurde jedoch nicht weiter untersucht, da
aus dem darauffolgenden Waschritt ersichtlich war, dass diese Proteinschichten durch PBS
unter den getesteten Bedingungen wieder gelést werden konnten. Die finalen Af-Werte, die
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die adsorbierte Menge an Protein wiederspiegeln, lagen unabhangig von der Applikationszeit
(10 oder 30 min) im gleichen Bereich.

i Protein
i Applikation 1\
; Proteil

PBS Aquilibrierung

10

(=]

Zeit (min)

Abb. 3-27 Abhéngigkeit der Frequenzanderung von der Applikationszeit der DP1A-Variante wah-
rend der QCM-Messung

Frequenzplot zum Vergleich der Proteinadsorption der DP1A-Variante an SiO2-Sensoren wahrend einer
Applikationszeit von 10 min (blaue Kurve) und 30 min (grine Kurve). Es wird beispielhaft eine Kurve
pro Applikationszeit gezeigt (s. Legende). Die Messung |asst sich in drei Schritte unterteilen: 1 — Aqui-
librierung des Sensors mit PBS (fiir die beiden Applikationszeiten identisch), 2 — Proteinapplikation fir
die beiden Applikationszeiten farblich gekennzeichnet (I — 1. Phase, Il — 2. Phase), 3 — Finaler Wasch-
schritt mit PBS (fur die beiden Applikationszeiten farblich gekennzeichnet). Die finalen Frequenzande-
rungen (Af) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz jeder Messung. Die Messdaten
aller Messungen sind Tabelle 3-12 zu entnehmen.

Tabelle 3-12 Zusammenfassung der finalen Frequenzinderungen aus den QCM-Messungen zur
Abhangigkeit von der Applikationszeit der DP1A-Variante. Gezeigt sind die Ergebnisse aus drei
Messungen (n = 3, SD = Standardabweichung).

Applikationszeit (min) Af1 (Hz) Afz (Hz) Afs (Hz) Mittelwert Af (Hz) SD (Hz)
10 222,47 2135 278,75 238,25 35,36
30 226,07 239,53 275,08 246,89 25,32

Zusammenfassend zeigte dieser Versuch, dass die Applikationszeit keinen signifikanten Ein-
fluss auf die finale Frequenzanderung hat. Das Adhasionsverhalten auf die SiO,-OF war un-
abhangig von der Dauer der Applikation. Zudem zeigte auch das Kohasionsverhalten keinen
Einfluss auf das finale Af. Aus diesem Grund wurde fur alle weiteren Versuche zum Verhalten
der Proteinadsorption der DP mittels QCM eine Dauer von 10 min festgelegt.

3.3.2.3 Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse zum Einfluss der Temperatur auf das Adsorptions-
verhalten der DP1A-Variante auf SiO>-Sensoroberflachen (OF) gezeigt. Aufgrund des tempe-
raturresponsiven ELP-Blocks als kohasive Einheit in der DP1A-Variante (Abb. 3-1, S. 51) war
die Untersuchung der Proteinadsorption bei verschiedenen Temperaturen von groflem Inte-
resse. Wie bereits in den vorangestellten Kapiteln erlautert, wurde flr die Messung eine Pro-
teinkonzentration von 0,1 mg/mL in ITC-Puffer (Kap. 3.3.2.1, S. 97) und eine Applikationszeit
von 10 min (Kap. 3.3.2.2, S. 99) festgelegt. Fur die Messreihen wurden folgende Temperatu-
ren untersucht: 15 °C, 25 °C und 35 °C. Durch die externe Probenkammer (LiquiBox) des
g.Cell T Systems (3T Analytik GmbH) konnte sowohl eine konstante Temperatur der Proben



3 Ergebnisse 101

und Puffer als auch der Durchflusszelle wahrend der Messung gewahrleistet werden. Beispiel-
haft ist eine Kurve pro Applikationstemperatur dargestellt (Abb. 3-28, S. 102, Legende).

Bei den Messungen konnten unabhangig von der Temperatur die zwei Phasen der Proteinad-
sorption der DP1A-Variante auf die SiO,-OF beobachtet werden. Wie bereits in den vorherigen
Kapiteln beschrieben, ist davon auszugehen, dass in der 1. Phase die SiO,-OF vollstandig mit
Protein benetzt wird (Adhasion), wahrend in der 2. Phase inter- und intramolekulare Protein-
schichten (multilayer) durch den kohasiven ELP-Block der DP1A-Variante ausgebildet werden.
Bei den verschiedenen Messtemperaturen ist zu beachten, dass die Oszillation des Schwing-
quarzes bereits durch den Temperaturunterschied beeinflusst wird und zu einer Frequenzver-
schiebung flhrt [Lee et al., 2020; Walls und Gagnepain, 1992; Wessels et al., 2013]. Insge-
samt wurden in diesem Experiment vergleichbare finale Af-Werte unabhangig von der Tempe-
ratur nach dem PBS-Waschschritt gemessen (Tabelle 3-13, S. 102). Die Temperatur scheint
demnach keinen Einfluss auf die Benetzung der Sensoren mit Protein (Adhasion) zu haben.
Dennoch sind Unterschiede vor allem im Kurvenverlauf der 2. Phase des 2. Schritts der Pro-
teinadsorption zu erkennen. Dies lasst Riickschllisse auf das Kohasionsverhalten der DP1A-
Variante zu. Bei einer Temperatur von 15 °C (schwarze Kurve) wurde nach 10-minutiger Pro-
teinapplikation eine maximale Frequenzanderung von 243 Hz (Kennzeichnung durch *) erhal-
ten. Bei 25 °C (griine Kurve) waren es im Verlauf der Messung bereits 298 Hz (Kennzeichnung
durch *). Eine Ausnahme stellt allerdings die Messung bei 35 °C (blaue Kurve) dar. Wie an-
hand des Kurvenverlaufs zu erkennen, sind Schwankungen wahrend der QCM-Messung auf-
getreten. Diese Schwankungen sind durch die bereits im Probengefall entstehenden Protein-
interaktionen zu begriinden. Die Proteinlésung (c = 0,1 mg/mL) im Reaktionsgefal® war bei
35 °C trlib. Bei dieser Temperatur kommt es durch den ELP-Teil der DP1A-Variante zu intra-
und intermolekularen Interaktionen. Dieser Zusammenhang wurde in dieser Arbeit bereits in
den Messungen mittels nanoDSF bestatigt (Kap. 3.3.1, Abb. 3-23 C, grine Kurve, S. 92). Der
Beginn der Aggregation konnte durch die Zunahme der Lichtstreuung bei 23 °C nachgewiesen
werden. Demzufolge liegen die Proteine bei 35 °C hauptsachlich als Proteinagglomerate vor.
Bei 35 °C (Abb. 3-28, S. 102, blaue Kurve) wahrend der QCM-Messung wurde eine maximale
Frequenzanderung von 462 Hz (Kennzeichnung durch *) beobachtet. Neben der Ausbildung
von Proteinschichten kann dieses Af ebenfalls auf eine Ablagerung von Proteinagglomeraten
zurtickzufuihren sein, die sich wahrend der Messung auf dem Sensor ablagern, jedoch leicht
mit PBS wieder abgespllt werden kdnnen. Je nach Zuganglichkeit der Proteinanteile, die fur
die Adsorption an den Sensor verantwortlich sind bzw. je nach Anteil bereits entstehender
Aggregate deren Grofie variieren kann, zeigt sich eine inhomogene Wechselwirkung mit dem
Sensor. Aus diesem Grund ergaben die Messungen bei 35 °C im Durchschnitt keine erhéhten
finalen Af-Werte im Vergleich zu den geringeren Temperaturen (Afis.c = 212,94 Hz; Afosc =
233,18 Hz; Afss.c = 236,08 Hz). Die Ergebnisse aus der dreifach Bestimmung sind in Tabelle
3-13 (S. 102) zusammengefasst und die Frequenzplots aller Messungen sind dem Anhang
(Kap. 8.2, Abb. 8-26, S. 189) zu entnehmen.
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Abb. 3-28 Abhangigkeit der Frequenzdnderung von der Temperatur wahrend der QCM-Messung

Frequenzplot zum Vergleich der Proteinadsorption der DP1A-Variante an SiO2-Sensoren wahrend einer
Applikationszeit von 10 min bei verschiedenen Messtemperaturen (15 °C — schwarze Kurve, 25 °C —
grune Kurve, 35 °C — blaue Kurve). Es wird beispielhaft eine Kurve pro Messtemperatur gezeigt (s.
Legende). Die Messung lasst sich in drei Schritte unterteilen: 1 — Aquilibrierung des Sensors mit PBS,
2 — Proteinapplikation, 3 — Finaler Waschschritt mit PBS. Die finalen Frequenzanderungen (Af) ergeben
sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz jeder Messung. Die Messdaten aller Messungen sind
Tabelle 3-13 zu entnehmen.

Durch die starken Interaktion des Proteins bei 35 °C und das Vorhandensein von Mikroaggre-
gaten, sind die Ergebnisse dieser Messungen nicht verlasslich. Anhand der dreifach Bestim-
mung ist ersichtlich, dass die finalen Af-Werte mit einer Standardabweichung von 159,08 Hz
stark variieren (Tabelle 3-13, S. 102). Obwohl die Daten aus den Analysen mittels nanoDSF
bereits den Beginn der Aggregation bei 23 °C zeigten (Kap. 3.3.1, Abb. 3-23 C, grtine Kurve,
S. 92), konnte auch in diesem Experiment mittels QCM dieses Aggregationsverhalten der
DP1A-Variante bestatigt werden.

Tabelle 3-13 Zusammenfassung der finalen Frequenzanderungen aus den QCM-Messungen zur

Temperaturabhangigkeit. Gezeigt sind die Ergebnisse aus drei Messungen (n = 3, SD = Stan-
dardabweichung).

Messtemperatur (°C) Af1 (Hz) Afz (Hz) Afs (Hz) Mittelwert Af (Hz) SD (Hz)
15 212,97 204,41 221,43 212,94 8,51
25 233,54 239,92 226,07 233,18 6,93
35 204,3 95,29 408,66 236,08 159,08

3.3.2.4 Vergleichende Untersuchungen zum Adsorptionsverhalten von Designer-Pro-
teinen auf SiOz-Oberflachen

Nach erfolgreicher Etablierung der Messparameter mit der DP1A-Variante wurde das Adsorp-
tionsverhalten der Designer-Proteine (DP) ohne und mit DOPA-Modifikation untersucht. In den
vorangestellten Kapiteln wurde der Einfluss der Proteinkonzentration (Kap. 3.3.2.1, S. 97), der
Applikationszeit (Kap. 3.3.2.2, S. 99) sowie der Messtemperatur (Kap. 3.3.2.3, S. 100) auf die
Proteinadsorption der DP1A-Variante an die SiOz-Sensoroberflache (OF) gezeigt. Daraus
ergaben sich final folgende Parameter, die fir die QCM-Messungen ausgewahlter DP festge-
legt wurden: 0,1 mg/mL Proteinlésung und 10 min Proteinapplikation bei 25 °C. Die experi-
mentellen Bedingungen flir den Vergleich der DP sind in Kap. 2.2.7.1 (S. 48) beschrieben.

3.3.2.4.1 Untersuchungen zur Proteinadsorption der Designer-Proteine
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Vergleichend wurden die Proteinvarianten Mefp-3, Mgfp-3, DP1A-Variante und DP2 ohne und
mit DOPA-Modifikation untersucht. Basierend auf der Aufarbeitung sowie dem nach den je-
weiligen Proteineigenschaften beruhenden Léslichkeitsverhalten, lagen die Proteine in ver-
schiedenen Puffern vor. Aufgrund der Loslichkeit konnten die rekombinanten Mfp-3-Proteine
nurin5 % HAc (Mefp-3) und 25 % HAc (Mgfp-3) in Losung gebracht werden. Auch in der Natur
befinden sich die Mfp in einem sauren Milieu in der Muschelsekretionsdrise, die einen pH-
Wert von ca. 5,5 besitzt [Yu et al., 2011a]. Alle Proteinproben wurden entsprechend Tabelle
2-22 (S. 49) bereitgestellt. Als Negativkontrolle diente eine Stammlésung von 1 mg/mL BSA in
PBS. MAPTrix™wurde als Positivkontrolle verwendet. MAPTrix™ ist eine kommerziell erhalt-
liche Matrix auf der Basis von adhasiven MuschelfuBproteinen (Mfp). Dabei handelt es sich
um ein Fusionsprotein, welches neben Mfp-3 und Mfp-5 auch Anteile des Kollagen-ahnlichen
Mfp-1 enthalt (vgl. Abb. 1-8, S. 13 und Tabelle 1-2, S. 13). Aus diesem Grund ist MAPTrix™
ebenfalls ein designtes Protein bestehend aus adhasiven und kohasiven Anteilen.

Die Ergebnisse der gemittelten finalen Frequenzanderungen (Af) sind in einem Saulendia-
gramm und tabellarisch dargestellt (Abb. 3-29, S. 104 und Tabelle 3-14, S. 105). Die Fre-
quenz- und Dissipationsplots aller Messungen sind dem Anhang zu entnehmen (Kap.8.2, Kon-
trollen: Abb. 8-28, S. 190; Mfp-3: Abb. 8-29, s. 191, DP: Abb. 8-30, S. 192). Betrachtet man
das Adsorptionsverhalten der adhasiven Einzelblécke (Abb. 3-29, hellgriine Saulen) an die
SiO2-OF zeigt sich, dass Mefp-3 (M. edulis) eine grofRere Frequenzanderung mit 58,19 Hz
(x 4,58 Hz) als Mgfp-3 (M. galloprovincialis) mit 12,53 Hz (+ 6,62 Hz) hervorruft. Wie bereits
gezeigt, besitzen die beiden Proteine (Mefp-3 & Mgfp-3) eine Sequenzahnlichkeit von 58,3 %
(Kap. 1.4.1.1.1, Abb. 1-9, S. 15). Demnach ist das unterschiedliche Adsorptionsverhalten der
beiden Proteine sehr interessant und lasst auf einen Einfluss des in Abb. 1-9 (S. 15) gelb un-
terlegten Sequenzbereiches —RYN- in Mefp-3 schlieRen. Darlber hinaus flhrte die Modifika-
tion der Tyr zu DOPA (Abb. 3-29, dunkelgriine Saulen) in den Proteinsequenzen zu einer ver-
besserten Adsorption. Fir modifiziertes Mefp-3 konnte im Durchschnitt ein Af von 70,84 Hz
( 8,76 Hz) erhalten werden und fir mod. Mgfp-3 23,03 Hz (+ 4,05 Hz). In beiden Fallen flhrte
die Funktionalisierung durch die Einfihrung weiterer Hydroxylgruppen in die Mfp-3 zu einer
starkeren Frequenzanderung um ca. 11 Hz.

Im Vergleich dazu zeigt die DP1A-Variante (Abb. 3-29, blaue Saulen) unter den getesteten
Bedingungen ein deutlich besseres Adsorptionsverhalten. Die finale Frequenzénderung der
unmod. Proteinvariante (hellblaue Saule) betrug im Mittel 233,18 Hz (+ 6,93 Hz). Durch die
Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA konnte die Proteinadsorption an die SiO»-
OF auf ca. 300 Hz (dunkelblaue Saule) erhdht werden. Somit zeigte der zusatzliche ELP-Block
in der DP1A-Variante, der zur Ausbildung der kohasiven Interaktionen beitragt, einen positiven
Effekt auf das Adsorptionsverhalten im Vergleich zum Mefp-3 Einzelblock.

Betrachtet man die Ergebnisse von DP2, welches ebenfalls adhasive und kohasive Protein-
Blocke enthalt, konnte dieser Effekt nicht im gleichen Male gezeigt werden. Im Gegensatz zur
DP1A-Variante basiert DP2 auf Tropoelastin (TE, Isoform 2) als kohasiven Proteinanteil (Abb.
3-1, S. 51). Die Messungen mit DP2 ergaben durchschnittlich ein finales Af von 41,03 Hz
(£ 5,28 Hz) und liegen damit unterhalb der Af-Werte von Mefp-3. Nach Analyse des DOPA-
modifizierten DP2 konnte ein Wert von 101,3 Hz (x 18,03 Hz) bestimmt werden. DP2 erfuhr
demnach mehr als eine Verdopplung des Af-Wertes bzw. der Adsorptionsstarke. Bei keinem
anderen Designer-Protein war der Effekt der Modifikation so stark zu sehen wie bei DP2. Ne-
ben den Tyr im Mefp-3-Block befinden sich auch 15 Tyr im TE-Block von DP2. Es ist davon
auszugehen, dass die Hydroxylierung TE-enthaltener Tyr zu DOPA ebenfalls einen positiven
Einfluss auf die Adsorption von DP2 an die SiO>-OF hervorrief. Die insgesamt geringere
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Adsorptionsstarke (Af) des DP2-Proteins kénnte darauf zurlickzuflihren sein, dass unter den
getesteten Bedingungen die intra- und intermolekularen Interaktionen im TE-Block sehr stark
ausgepragt waren. Weitere Untersuchungen mit verschiedenen Parametern (Pufferbedin-
gung, Temperatur) sind notwendig, um diesen Sachverhalt ndher zu charakterisieren.
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Abb. 3-29 Proteinadsorption der Designer-Proteine an Sensoren mit SiO2-Oberflache

QCM-Messungen zur finalen Frequenzanderung (Af) der verschiedenen DP: Mefp-3, Mgfp-3, DP1A-
Variante und DP2 (n = 3). Die Proteinldsungen mit einer Konzentration von je 0,1 mg/mL im jeweiligen
Puffer (Tabelle 2-22, S. 49) wurden mit einer konstanten Flussrate von 60 pL/min bei 25 °C fir 10 min
injiziert. Vergleichend ist das Adsorptionsverhalten an SiO2-Sensoroberflachen adhasiver Einzelblécke
(griine Saulen) als auch von DP aus einer Kombination adhasiver und kohasiver Protein-Blécke (blaue
Saulen) gezeigt. Die jeweilige modifizierte Proteinvariante (Modifikation durch Hydroxylierung der ent-
haltenen Tyr zu DOPA mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase) ist gekennzeichnet und im entsprechenden
dunkleren Farbton gezeigt. BSA (orange Saule) diente als Negativkontrolle und MAPTrix™ (graue
Saule) als Positivkontrolle.

Im Vergleich ergaben die Kontrollen folgende Resultate. Die Positivkontrolle MAPTrix™ (graue
Saule) zeigte im Durchschnitt eine finale Frequenzanderung von 72,28 Hz (x 1,25 Hz). Dieses
Ergebnis ist mit den Daten von mod. Mefp-3 (70,84 + 8,76 Hz) vergleichbar. Der Einfluss des
Kollagen-ahnlichen Mfp-1 in MAPTrix™ als kohasiver Proteinanteil ist nicht so stark, wie der
des ELP-Blocks in der DP1A-Variante. Das in dieser Arbeit produzierte rekombinante Mefp-3
als adhasiver Einzelblock zeigte in modifizierter Form ein ahnliches Verhalten wie das kom-
merziell erworbene MAPTrix™.

Als Negativkontrolle wurde, auch fir den Vergleich mit der Literatur, BSA (orange Saule) un-
tersucht. Da nicht von besonderen oder starken Adsorptionseigenschaften auszugehen war,
wurde das Protein in einer Konzentration von 1 mg/mL in PBS, also 10-fachen Uberschuss,
eingesetzt. Das finale Af betrug 28,17 Hz (x 7,281 Hz). Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit
den Referenzdaten fur Gold-beschichtete QCM-Sensoren (~ 30 Hz) [Kim et al., 2018]. Im Ver-
gleich zu den DP zeigte lediglich Mgfp-3 (¢ = 0,1 mg/mL) etwas geringere Af-Werte als BSA.

Zusammenfassend lieferten die Resultate der QCM-Messungen vielversprechende Ergeb-
nisse fur die Grundidee des Protein-Designs mit einer Kombination aus kohasiven und adha-
siven Protein-Blocken. Aus den Daten zur Untersuchung des Adsorptionsverhaltens der DP
auf Sensoren mit SiO,-OF konnte die Arbeitshypothese in der vorgelegten Arbeit erfolgreich
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bestatigt werden. Adhasive Blocke ermdéglichen die Haftung an Oberflachen, wahrend die ko-
hasiven Blécke zur inneren Festigkeit und Stabilitat beitragen. Es wurde gezeigt, dass eine
Kombination aus adhésiven und kohasiven Protein-Blécken in der DP1A-Variante (~ 240 Hz)
zu einer verbesserten Adsorption im Vergleich zu den adhasiven Mfp-3-Einzelblécken
(~ 25 Hz) fuhrt und somit die Adsorption um Faktor 9,6 erhéht werden konnte. Durch die post-
translationale Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr innerhalb der DP zu DOPA durch die
in der Arbeit rekombinant hergestellte mikrobielle Tyrosinase (Kap. 3.2.1.2, S. 54), konnte zu-
satzlich ein positiver Effekt auf die Bindung an die SiO2-Sensoren nachgewiesen werden. Der
positive Einfluss von Hydroxylierungen in der Proteinsequenz konnte fir alle getesteten DP
auf die Adsorption an die hydrophile Sensoroberflache bestatigt werden. Diese Ergebnisse
bieten eine vielversprechende Grundlage fiir die materialwissenschaftlichen Untersuchungen
zu den Zug-Scher-Kraften der Designer-Proteine an der Zwick/Roell-Maschine, die in Kapitel
3.3.3 (S. 109) vorgestellt werden.

Tabelle 3-14 Zusammenfassung der finalen Frequenzdnderungen aus den QCM-Messungen der
Designer-Proteine und deren modifizierten (mod.) Proteinvarianten (Modifikation durch Hydro-
xylierung der enthaltenen Tyr zu DOPA mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase). Parameter der
Proteinapplikation: Konzentration = 0,1 mg/mL im jeweiligen Puffer (Tabelle 2-22, S. 49) mit Aus-
nahme von BSA =1 mg/mL, Flussrate = 60 pyL/min, T = 25 °C, t = 10 min. Gezeigt sind jeweils die
Ergebnisse aus drei Messungen (n = 3, SD = Standardabweichung).

Protein Afi1 (Hz) Afz (Hz) Afs (Hz) Mittelwert Af (Hz) SD (Hz)
Mefp-3 55,92 55,2 63,46 58,19 4,575
mod. Mefp-3 63,48 80,53 68,51 70,84 8,761
Mgfp-3 19,61 11,46 6,51 12,53 6,615
mod. Mgfp-3 27,37 22,38 19,35 23,03 4,050
DP1A-Variante 233,54 239,92 226,07 233,18 6,932
mod. DP1A-Variante 293,18 278,98 321,95 298,04 21,893
DP2 44,63 43,48 34,97 41,03 5,277
mod. DP2 88,96 92,95 122 101,30 18,035
Negativ Kontrolle: BSA 33,04 31,67 19,8 28,17 7,281
Positiv Kontrolle: MAPTrix™ 70,89 73,32 72,63 72,28 1,252

3.3.2.4.2 Untersuchungen zum Dissipationsverhalten der Designer-Proteine

Parallel zur Proteinadsorption wurde mit dem QCM-D Gerat qCell T (3T-Analytik) das Dissipa-
tionsverhalten der Designer-Proteine (DP) bestimmt (Kap. 2.2.7.1, S. 48). Beim Abschalten
der Stromversorgung liefert die Anderung der Energiedissipation aus dem System (AD) Infor-
mationen Uber die viskoelastischen Eigenschaften der jeweiligen Probe [Edvardsson et al.,
2005]. Dabei sind weiche, hoch viskoelastische Molekile bzw. Molekilschichten in der Lage,
das Ausschwingverhalten des Quarzes starker zu beeinflussen als starre kleine Molekule bzw.
Molekilschichten, welche durch die Interaktion mit der Umgebung z. B. durch Reibung nur
eine geringe Energiedampfung verursachen. Fir die Messungen wurden wie bereits in Kapi-
tel 3.3.2 (S. 96) erlautert SiO2-Sensoren verwendet.
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Abb. 3-30 Dissipationsverhalten der Designer-Proteine an Sensoren mit SiO.-Oberflache

Dissipationsverhalten (AD) der verschiedenen Designer-Proteine (DP) zur Bestimmung der viskoelasti-
schen Eigenschaften wahrend einer Applikationszeit von 10 min, einer Flussrate von 60 pyL/min bei
25 °C, Proteinkonzentration 0,1 mg/mL im entsprechenden Puffer (Tabelle 2-22, S. 49), BSA 1 mg/mL.
Es wird beispielhaft ein Frequenz- und Dissipationsplot pro Protein gezeigt (s. Legende). Die Messung
lasst sich in drei Schritte unterteilen: 1 — Aquilibrierung des Sensors mit PBS, 1* — Aquilibrierung des
Sensors mit 5 % HAc bei den Muschelfuproteinen, 2 — Proteinapplikation, 3 — Finaler Waschschritt mit
PBS. Vergleichend ist das Dissipationsverhalten an SiO2-Sensoroberflachen adhasiver Einzelblocke
(griine Kurven) als auch von DP aus einer Kombination adhasiver und kohasiver Protein-Blécke (blaue
Kurven) gezeigt. Die jeweilige modifizierte Proteinvariante (Modifikation durch Hydroxylierung der ent-
haltenen Tyr zu DOPA mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase) ist gekennzeichnet und im entsprechenden
dunkleren Farbton gezeigt. BSA (orange Kurven) diente als Negativkontrolle und MAPTrix™ (graue
Kurven) als Positivkontrolle. Die Ergebnisse aus drei unabhangigen Messungen sind dem Anhang zu
entnehmen (Kap. 8.2, Kontrollen: Abb. 8-28, S. 190; Mfp-3: Abb. 8-29, s. 191, DP: Abb. 8-30, S. 192).
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Die Daten aus drei unabhangigen Messungen pro Proteinvariante sind in einem Diagramm
dargestellt und dem Anhang zu entnehmen (Kap. 8.2, Kontrollen: Abb. 8-28, S. 190; Mfp-3:
Abb. 8-29, s. 191, DP: Abb. 8-30, S. 192). Zur Veranschaulichung wird in diesem Kapitel in
Abb. 3-30 eine Kurve fir jedes Protein und die Kontrollen gezeigt. Die Messung lasst sich wie
bereits erlautert in drei Schritte unterteilen: Aquilibrierung des Sensors mit PBS (1), Aquilibrie-
rung des Sensors mit 5 % HAc bei den MuschelfuRproteinen (1*), Proteinapplikation (2) und
finaler Waschschritt mit PBS (3). Zunachst sollen die Kontrollen betrachtet werden. In Abb.
3-30 A ist das Dissipationsverhalten der Negativkontrolle BSA (orange) gezeigt. Durch die Pro-
teinapplikation (Schritt 2) kommt es zu einer deutlichen Veranderung der Frequenz wahrend
sich die Dissipation Uber den gesamten Messzeitraum kaum verandert. Folglich handelt es
sich bei BSA um eine feste Proteinschicht. Im Gegensatz dazu zeigte die Positivkontrolle MAP-
Trix™ (grau) in Abb. 3-30 B die Ausbildung einer viskoelastischen Proteinschicht. Im Verlauf
der Messung wurde eine Dissipation von insgesamt ca. 50 Hz gemessen. Nach dem finalen
Waschschritt mit PBS (Schritt 3) konnte ein finales AD von 20 Hz bestimmt werden.

Im Folgenden werden die adhasiven Einzelblocke (grine Kurven) Mefp-3 und Mgfp-3 betrach-
tet. Wie eingangs erwahnt, lagen aufgrund der Ldslichkeit Mefp-3 in 5 % HAc und Mgfp-3 in
25 % HAc vor. In Abb. 3-30 C sind die Frequenzverlaufe von nicht-modifiziertem (hellgriin) und
modifiziertem (dunkelgriin) Mefp-3 gezeigt. Die Dissipationsanderung ist vergleichbar mit der
von MAPTrix™. AuRerdem ist sie unabhangig vom Hydroxylierungsgrad von Mefp-3. Somit
handelt es sich bei Mefp-3 und mod. Mefp-3 um viskoelastische Proteinschichten. Nach dem
finalen Waschschritt mit PBS erreicht das AD nahezu den Ausgangswert. Im Vergleich dazu
konnte bei Mgfp-3 in Abb. 3-30 D in drei unabhangigen Messungen ein Unterschied im Dissi-
pationsverhalten zwischen nicht-modifiziertem (hellgrin) und modifiziertem (dunkelgriin)
Mgfp-3 nachgewiesen werden. Aufgrund des Aufarbeitungsprozesses und dem Ld&slichkeits-
verhalten lag Mgfp-3 in 25 % HAc vor. Im Allgemeinen war von einer Wechselwirkung zwi-
schen Essigsaure und der SiO,-Oberflache (OF) auszugehen. Die QCM-Messungen konnten
diese Vermutung bestatigen. Wahrend der Proteinapplikation flihrte die Verringerung des pH-
Werts unter den isoelektrischen Punkt, (plsio2 = 3 [Givens et al., 2017]), durch HAc zu einer
vollstandigen Protonierung aller Si-OH-Gruppen. Folglich ist die Massenzunahme plausibel,
da die zusatzlichen Protonen eine Masse besitzen (aus Si-O wird Si-OH). Bei genauerer Be-
trachtung ist jedoch zu beachten, dass durch die QCM-Messung nicht nur die Oberflache
selbst, sondern auch angelagerte Molekile und lonen erfasst werden. Vor Zugabe von HAc
ist die SiO2-OF negativ geladen. In der PBS-L6sung liegen diese negativen Ladungen jedoch
nicht frei vor, sondern es bildet sich eine Art Stern-Schicht aus, sodass die negativen Ladun-
gen durch K* und Na* ausgeglichen werden. Beide Kationen sind sehr viel schwerer als H*,
sodass beim Ansduern eher ein Masseverlust zu erwarten ware. Darlber hinaus haben die
negativ geladenen Si-O Gruppen ein groReres Dipolmoment als die ungeladenen Si-OH Grup-
pen nach der Protonierung, wodurch weniger Wassermolekule bei der Schwingung "mitgeris-
sen werden". Auch das wirde eine Verringerung der Masse beim Ansauern bedeuten. Sehr
wahrscheinlich adsorbiert HAc selbst an die SiO»-OF und reduziert somit die Frequenz durch
die héhere Masse. Dabei sind starke Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen der polaren
HAc und den ebenfalls polaren Si-OH-Gruppen zu erwarten. Darliber hinaus kann Essigsaure
sehr gut Wasserstoffbriicken ausbilden und damit an die Oberflache binden.

Um diesen Effekt von HAc auf den SiO»-Sensor weiterfiihrend zu untersuchen, wurden 5 %
und 25 % HAc als Probe wahrend einer QCM-Messung eingesetzt. Die Analysen zeigten, dass
die Essigsaurekonzentration keinen Einfluss auf die finale Frequenzanderung hat (s. Anhang,
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Kap. 8.2, Abb. 8-27, S. 190). Nach dem finalen Waschschritt mit PBS lagen die Werte nahe
null (fs wrac = 1,3 Hz; fa5 4ac = 4,22 Hz). Aus diesem Grund hat die hdhere Essigsaurekonzent-
ration (25 % HAc) in der Probe mit Mgfp-3 keinen Einfluss auf die finale Frequenzanderung.
Dennoch beeinflusst eine héhere Konzentration die Frequenzanderung wahrend der Pro-
teinapplikation (Schritt 2) durch Adsorption von HAc an die SiO,-OF. Die Begriindung liegt
vermutlich in der Anderung des pH-Wertes [Kosmulski, 2016; Parks, 1965]. SiO»-OF sind wie
bereits erlautert sehr anfillig gegeniiber pH-Anderungen, die in diesem Fall durch HAc her-
vorgerufen werden. Insgesamt fuhrte die hohere Essigsaurekonzentration in der Mgfp-3-Probe
zu einer starkeren Frequenz- als auch Dissipationsanderung wahrend der Proteinapplikation
(Schritt 2) im Vergleich zu den Ergebnissen von Mefp-3 (geldst in 5 % HAc) in Abb. 3-30 C.
Zusatzlich zeigten die Hydroxylgruppen (DOPA) in mod. Mgfp-3 einen starkeren Effekt auf das
Dissipationsverhalten als in mod. Mefp-3 (Abb. 3-30 C). Im Vergleich zu Mgfp-3 war das AD
von mod. Mgfp-3 wahrend der Proteinapplikation um 50 Hz gréfier. Nach dem Waschschritt
mit PBS (Schritt 3) gab es im finalen AD (ca. 4 — 10 Hz) kaum Unterschiede zwischen allen
Mfp-3-Proteinen.

Zum Vergleich wurde das Dissipationsverhalten der Designer-Proteine DP1A-Varinate und
DP2 untersucht. In Abb. 3-30 E sind die Ergebnisse der nicht-modifizierten (hellblau) und mo-
difizierten (dunkelblau) DP1A-Variante dargestellt. In beiden Proteinvarianten kommt es zur
Ausbildung einer viskoelastischen Proteinschicht. Interessanterweise fiihrte die Modifikation
der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA in der DP1A-Variante zu einer Verringerung der Dissi-
pation. Neben dem Mefp-3-Anteil besteht die DP1A-Varinate aus ELP-Sequenzen als koha-
sive Einheit (Kap. 3.1, s. 51). Die Modifikation im Protein scheint die intermolekularen Wech-
selwirkungen unter den getesteten Bedingungen so zu verandern, dass die Proteinschicht
starrer im Vergleich zur nicht-mod. Variante wird. Das finale AD unterscheidet sich um 100 Hz
(nicht-modifizierte DP1A-Variante: ~ 200 Hz, modifizierte DP1A-Variante: ~ 100 Hz). Im Ge-
gensatz dazu konnte flir DP2 das gegenteilige Verhalten beobachtet werden. In Abb. 3-30 F
sind die Ergebnisse von nicht-modifiziertem (hellblau) und modifiziertem (dunkelblau) DP2 ge-
zeigt. Bei nicht-mod. DP2 kommt es zur Ausbildung einer festen Proteinschicht und die Dissi-
pation andert sich Uber den gesamten Messzeitraum kaum. Im Gegensatz dazu flhrte die
Applikation von mod. DP2 zu einer starken Anderung in der Dissipation bis zu ca. 75 Hz. Nach
dem finalen Waschschritt mit PBS (Schritt 3) wurde jedoch nahezu der Ausgangswert erreicht.
Das Dissipationsverhalten von mod. DP2 ist wahrscheinlich auf die Hydroxylierungen im Tro-
poelastin (TE)-Teil (enthalt 15 Tyr in Sequenz) zurtickzufuhren. Durch die zuséatzlichen OH-
Gruppen scheinen die inter- und intramolekularen Wechselwirkungen in DP2 so beeinflusst zu
werden, dass die Proteinschicht weicher und flexibler ist und es sich folglich um eine eher
viskoelastische Schicht handelt. Das in der nicht-mod. Proteinvariante starre Proteingerist
wird durch die Modifikation gelockert und ermdglicht den Einbau von Wassermolekdlen,
wodurch moéglicherweise eine Art Hydrogel entsteht und somit das Dissipationsverhalten von
mod. DP2 erklaren koénnte.

Insgesamt konnte durch die Betrachtung des Dissipationsverhaltens der Designer-Proteine ein
zusatzlicher Aspekt zur Charakterisierung der viskoelastischen Eigenschaften betrachtet wer-
den. Die Ergebnisse aus drei unabhangigen Messungen sind dem Anhang zu entnehmen
(Kap. 8.2, Kontrollen: Abb. 8-28, S. 190; Mfp-3: Abb. 8-29, s. 191, DP: Abb. 8-30, S. 192). In
Tabelle 3-15 (S. 109) sind die Resultate zum Dissipationsverhalten zusammengefasst.
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Tabelle 3-15 Zusammenfassung zum Dissipationsverhalten aus den QCM-Messungen der Desig-
ner-Proteine und deren mod. Proteinvarianten (Modifikation durch Hydroxylierung der enthalte-
nen Tyr zu DOPA mittels mikrobieller Tyrosinase). Parameter der Proteinapplikation: Konzentra-
tion = 0,1 mg/mL im jeweiligen Puffer (Tabelle 2-22, S. 49) mit Ausnahme von BSA =1 mg/mL,
Flussrate = 60 pyL/min, T =25 °C, t = 10 min.

Feste Proteinschichten Viskoelastische Proteinschichten
BSA MAPTrix™
DP2 Mefp-3, mod. Mefp-3

Mgfp-3, mod. Mgfp-3
DP1A-Variante, mod. DP1A-Variante
mod. DP2

3.3.3 Untersuchungen zu den Klebeeigenschaften der Designer-
Proteine im Zug-Scher-Versuch

In der Literatur sind Zug-Scher-Versuche zur Testung der Funktionalitat eines proteinogenen
Bindemittels vielfach beschrieben [Brennan et al., 2017; Cha et al., 2009; Choi et al., 2012;
Gim et al., 2008; Smith und Callow, 2006]. Jedoch sind die verschiedenen Parameter hinsicht-
lich Feststoffanteil und Losungsmittel in der Klebefuge sowie die Konditionierung der Prifkor-
per (Dauer, Temperatur, Feuchtigkeit, Kraft) sehr divers (Tabelle 4-4, S. 143). Aus diesem
Grund und zur besseren Vergleichbarkeit der Designer-Proteine (DP) untereinander wurde in
den Experimenten die methodische Prifvorschrift der DIN EN 1465 [DIN, 2009] sowie der EN
ISO 291 [CEN, 2008] als Grundlage genutzt. Die Zug-Scher-Krafte wurden darauf basierend
nach der in Kap. 2.2.7.2 (S. 50) beschriebenen Messmethodik bestimmt.

Zunachst erfolgten Vorversuche zur Testung des geeigneten Ldsungsmittels. Untersucht
wurde die Zug-Scher-Kraft von BSA (Kontrolle) und der DP1B-Variante in ddH.O, PBS und
50 mM NaAc (pH 5.0). Die dargestellten Daten reprasentieren den arithmetischen Mittelwert
mit der Standardabweichung (SD) als Fehlerbalken (Abb. 3-31). Insgesamt wurden funf Prif-
korper vorbereitet. An dieser Stelle ist es notwendig zu erlautern, dass nicht fir jeden Prifkor-
per ein verlasslicher Messwert erhoben werden konnte. Bei einer deutlich inhomogenen Ver-
teilung des Proteinklebers, Probenaustritt aus der Klebefuge oder Bruch bzw. Verformung des
Flgeteils (Micaplatte/Aluminiumplatte) wurde der Messwert nicht in die Auswertung einbezo-
gen. Insgesamt wurden jedoch mindestens drei (n = 3) Messdaten pro Protein und Bedingung
verwendet. Die Standardabweichung betrug durchschnittlich 5 — 30 %.

Bei dem Vergleich der Loésungsmittel war fur die DP1B-Variante kaum ein Unterschied in den
ermittelten Zug-Scher-Kraften zwischen ddH20 (weil}), PBS (schraffiert) und NaAc (gepunktet)
zu erkennen. Fur BSA (Negativkontrolle) gelést in 50 mM NaAc wurde die héchste Kraft
(0,87 £ 0,19 MPa) bestimmt. Elmers Glue als Positivkontrolle (grau) zeigte unter den geteste-
ten Bedingungen eine Zug-Scher-Kraft von 1,29 + 0,17 MPa. In Vorversuchen wurde fur die
applizierte Menge Elmers Glue (50 L) pro Prifkérper eine Trockenmasse von ca. 38 % be-
stimmt (Kap. 8.2, Tabelle 8-10, S. 192). In der Literatur sind je nach Substratoberflache und
Prifbedingungen im Mittel folgende Krafte flir Elmers Glue angegeben: ~ 3 MPa an Alumi-
nium, ~ 4,3 MPa an Stahl und 0,3 MPa an Teflon [Jenkins et al., 2017; Meredith et al., 2014;
Schmidt et al., 2019].
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Abb. 3-31 Einfluss des Lésungsmittels auf die Zug-Scher-Eigenschaften an einer SiO,-OF

Zug-Scher-Versuch zum Vergleich der Losungsmittel: PBS (schraffiert), 50 mM NaAc; pH 5,0 (gepunk-
tet) und ddH20 (weil). Als Positivkontrolle diente EImers Glue (grau), Auftragung 50 pL (Trockenmasse
20 £ 0,5 mg). Es wurden Micaplatten (25 x 75 mm, Science Services GmbH) mit einer Klebeflache von
12,5 mm x 25 mm verwendet, OF - Oberflache. 20 + 0,5 mg Proteinpulver wurde mit 40 yL Losungsmit-
tel auf dem Fligeteil homogenisiert. AnschlieRend wurde das zweite Fligeteil aufgebracht und die Prif-
kérper nach der Methodik in Kap. 2.2.7.2 (S. 50) konditioniert und am Priifgerat ,Proline Z020"“ gemes-
sen. Einspannlange 40 mm, Prifgeschwindigkeit 2 mm/s, n = 3.

Darlber hinaus erfolgte eine Bruchbildbeurteilung. Neben der Zug-Scher-Festigkeit liefert der
Verlauf des Bruches wichtige Informationen zur Verklebung. Dabei unterscheidet man u.a.
zwischen einem Bruch in der Klebstoffmasse (Kohasionsbruch) und Bruch zwischen Klebstoff
und Fugeteil (Adhasionsbruch) [Heine, 2003]. Bei einem Adhasionsbruch verlauft der Bruch
an der Haftungsoberflache zwischen Bindemittel und Figeteil. Dadurch wird der Klebstoff
hauptsachlich von den Substratoberflachen getrennt. Bei einem Kohasionsbruch im Kleber
sind alle Flgeteiloberflachen nach dem Bruch noch mit Klebstoff bzw. Klebstoffresten bedeckt.
Bei der Bruchbildbeurteilung zeigte sich, dass es bei der DP1B-Variante (8) und Elmers Glue
(2) zum Adhasionsbruch und bei BSA (1) zum Kohasionsbruch kam (Abb. 3-32).
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RERID"

Abb. 3-32 Bruchbilder nach den Zug-Scher-Versuchen an SiO2-Oberflachen

Neben der Zug-Scher-Festigkeit liefert der Verlauf des Bruches wichtige Informationen zur Verklebung
der Prufkdérper (Mica-Oberflache). Dabei unterscheidet man im Allgemeinen zwischen einem Bruch in
der Klebstoffmasse (Kohasionsbruch) und Bruch zwischen Klebstoff und Flgeteil (Adhasionsbruch).
Dargestellt sind die Bruchbilder der folgenden Proben: 1 — BSA, 2 — Elmers Glue, 3 — Mefp-3, 4 — mod.
Mefp-3, 5 — DP1A-Variante, 6 — mod. DP1A-Variante, 7 — Blend aus mod. Mefp-3 und mod. DP1A-
Variante im Verhaltnis 1:2, 8 — DP1B-Variante, 9 — TE.

4

Fir die Zug-Scher-Versuche der DP wurde 50 mM NaAc (pH 5,0) als Lésungsmittel ausge-
wahlt. Zwar zeigten die getesteten Lésungsmittel im Vorversuch fur die DP1B-Variante keine
Unterschiede, aber dennoch ist von einer besseren Adhéasion im sauren Milieu basierend auf
dem natirlichen Adhasionsverhalten der Muschelproteine (Kap. 1.4.1.1.2, S. 15) auszugehen.
Dies betrifft insbesondere die modifizierten Proteinvarianten, die DOPA enthalten. Zur Kon-
trolle wurden drei Proben BSA und zwei Proben Elmers Glue mitgefihrt. Diese Daten wurden
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gemeinsam mit den Ergebnissen des Vorversuchs evaluiert und damit die Probenanzahl er-
hoht. Die Beschaffenheit der Proteinlyophilisate unterschied sich je nach Sequenz und Modi-
fikation. Deshalb wurde der Applikationsschritt fir modifiziertes Mefp-3 wie folgt angepasst.
Der Proteinpuder (braunlich) wurde wahrend des Inkubierens bei RT wie ein Harz. Das Mate-
rial wurde auf das erste Flgeteil aufgebracht und mit 20 uL Puffer homogenisiert. Dabei bilde-
ten sich kleine Klimpchen, die sich nicht vollstandig in Puffer resolubilisieren lieken. Aus die-
sem Grund wurde das Material so homogen, wie mdglich verteilt und das zweite Flgeteil
aufgebracht. Dabei zeigte sich, dass durch den Druck dennoch eine Klebefuge zwischen den
Flgeteilen entstand. Unabhangig vom Volumen des Lésungsmittels blieb jedoch der Feststoff-
anteil fur alle Proteine gleich. Da fir Klebstoffe im allgemeinen die Menge des Feststoffs in der
Klebefuge angegeben wird [DIN, 2009], war durch diese Anpassung kein Einfluss auf das Zug-
Scher-Verhalten zu erwarten. Die Applikation der weiteren Proteine erfolgte nach dem in
Kap. 2.2.7.2 (S. 50) beschriebenen Protokoll. DP2 sowie mod. DP2 waren aufgrund der Lyo-
philisat-eigenschaften (harzig) und der sehr hohen Klebrigkeit schlecht handhabbar und konn-
ten fir die Untersuchungen der Klebeeigenschaften nicht verwendet werden. Unter den, im
Rahmen der praktischen Versuche der vorliegenden Arbeit, getesteten Bedingungen konnte
keine applizierbare Proteinlésung hergestellt werden, die auf die Fligeteile aufgebracht wer-
den konnte.

Die Ergebnisse der gemittelten Zug-Scher-Krafte aller getesteten Proteine (Mefp-3, DP1A-
Variante, TE) sind in einem Saulendiagramm (Abb. 3-33, S. 112) dargestellt. Zunachst wurden
die Adhasionseigenschaften an einer Mica-Oberflache (SiO.-OF) bestimmt. Fir den adhasi-
ven Einzelblock Mefp-3 (hellgriin) wurden 0,95 + 0,07 MPa ermittelt. Bei der Bruchbildbeurtei-
lung zeigte sich, dass es sich um einen Kohasionsbruch (3) handelt (Abb. 3-32, S. 110). Damit
lagen die Ergebnisse flr Mefp-3 im Bereich der Protein-basierten Kontrolle mit BSA (orange,
0,87 £ 0,19 MPa). Die Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA zeigte einen positi-
ven Effekt auf die Zug-Scher-Kraft und fir mod. Mefp-3 (dunkelgriin) konnten 1,68 + 0,13 MPa
bestimmt werden (Kohasionsbruch (4), Abb. 3-32, S. 110). Dies ist die grote Zug-Scher-Kraft
aller gemessenen Proben in der vorliegenden Arbeit. Folglich zeigte mod. Mefp-3 auch eine
bessere Klebkraft als die Positivkontrolle Elmers Glue (grau, 1,29 + 0,17 MPa). Vergleichend
wurde als kohasiver Einzelblock rekombinant hergestelltes Tropoelastin (TE, freundlich bereit-
gestellt von M. Mende) verwendet. Unter den getesteten Bedingungen wurde fur TE (violett)
eine Zug-Scher-Kraft von 0,33 £ 0,07 MPa ermittelt. Erwartungsgeman zeigte sich ein Adha-
sionsbruch (9) an den Fugeteilen (Abb. 3-32, S. 110). Fur die DP1A-Variante (hellblau) wurde
die geringste Zug-Scher-Kraft von 0,23 + 0,10 MPa bestimmt. Damit liegen die Ergebnisse im
Wertebereich von TE. Wie bereits im Vorversuch fir die DP1B-Variante gezeigt, kam es auch
bei der DP1A-Variante zum typischen Adhasionsbruch (5) mit einem Proteinfilm zwischen den
beiden Flgeteilen (Abb. 3-32, S. 110). Die Adhasion dieser Proteinvariante ist nicht ausrei-
chend, um unter den getesteten Bedingungen gut an der SiO»-OF zu haften. Auch durch Hyd-
roxylierung konnte die Zug-Scher-Kraft nur um ~ 0,3 MPa (dunkelblau, 0,54 + 0,06 MPa) er-
hoéht werden und es war ein Proteinfilm (6) nach der Prifung zwischen den Fugeteilen sichtbar
(Abb. 3-32, S. 110). Diese Ergebnisse lassen sich durch den geringen Sequenzanteil des
Mefp-3 erklaren. Durch die wahrend der Aufarbeitung auftretende Fragmentierung enthalt
DP1A insgesamt nur noch vier Tyr in der Peptidsequenz (Abb. 3-16, S. 79). Aus diesem Grund
ist der Gesamtanteil an adhasiven Sequenzen sehr gering und die kohasiven Wechselwirkun-
gen werden begunstigt.

Basierend auf diesen Resultaten wurde ein weiterer Ansatz getestet, bei dem ein Proteinge-
misch (,Blend”) im Verhaltnis 1:4 aus mod. Mefp-3 (5 mg) und mod. DP1A-Variante (15 mg)
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sowie im Verhaltnis 1:2 appliziert wurde. Durch die Mischung zeigte sich ein additiver Effekt.
Im Verhaltnis 1:4 (dunkelgriin gestreift) konnten die Adhasionseigenschaften der mod. DP1A-
Variante um ~ 0,1 MPa verbessert werden (0,63 + 0,15 MPa). Dartiber hinaus wurde im Ver-
haltnis von 1:2 (dunkelgriin gestreift) eine Zug-Scher-Kraft von 1,01 + 0,27 MPa ermittelt. Die
Erhéhung des adhasiven Anteils (mod. Mefp-3) zur DP1A-Variante im ,Blend” zeigte folglich
einen positiven Effekt auf die Bindeeigenschaften an die SiO,-OF. Basierend auf der Definition
zur Bruchbildbeurteilung handelt es sich bei dem Proteingemisch um einen Kohasionsbruch
(7), da beide Flugeteile mit Klebstoffresten benetzt waren (Abb. 3-32, S. 110). Im Vergleich zu
DP1A-Variante und mod. DP1A-Variante, kam es durch den Zusatz von mod. Mefp-3 nicht zur
Ausbildung eines Proteinfilms.
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Abb. 3-33 Zug-Scher-Eigenschaften der Designer-Proteine an SiO.- und Al-OF

Vergleichende Untersuchungen der Zug-Scher-Krafte adhasiver Einzelblocke (griin), TE als kohasiver
Einzelblock (violett) sowie von DP aus einer Kombination adhasiver und kohasiver Protein-Blocke
(blau). Die jeweilige modifizierte Proteinvariante (Modifikation durch Hydroxylierung der enthaltenen Tyr
zu DOPA mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase) ist gekennzeichnet und im entsprechenden dunkleren
Farbton gezeigt. Zusatzlich wurde ein Proteingemisch (,Blend*) im Verhaltnis 1:3 sowie 1:2 aus mod.
Mefp-3 und mod. DP1A-Variante getestet (dunkelgriin, gestreift). BSA (orange) diente als Protein-ba-
sierte Kontrolle und Elmers Glue (grau) als Positivkontrolle. Es wurden Micaplatten (25 x 75 mm, Sci-
ence Services GmbH) als auch Aluminiumplatten (Al, Gemmel-Metalle) mit einer Klebeflache von 12,5
mm x 25 mm verwendet, OF - Oberflache. 20 £ 0,5 mg Proteinpulver wurde mit 40 yL 50 mM NaAc (pH
5,0) auf dem Fligeteil homogenisiert. Anschlielend wurde das zweite Fligeteil aufgebracht und die Prif-
korper nach der Methodik in Kap. 2.2.7.2 (S. 50) konditioniert und am Priifgerat ,Proline Z020“ gemes-
sen. Einspannlange 40 mm, Priifgeschwindigkeit 2 mm/s, n = 3.

Zur besseren Vergleichbarkeit mit der Literatur wurden Mefp-3 und mod. Mefp-3 sowie BSA
und Elmers Glue genutzt, um Flgeteile aus Aluminium (Al-OF) zu verkleben. Der Prozess und
die jeweilige Applikation entsprachen den Versuchen mit Micaplatten (SiO,-OF). Die Zug-
Scher-Krafte von Mefp-3 (0,68 + 0,05 MPa), mod. Mefp-3 (1,39 £ 0,22 MPa) und Elmers Glue
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(1,46 + 0,46 Pa) lagen im Bereich der Werte gemessen an SiO»-OF (Abb. 3-33, S. 112). Die
Bruchbinder sind dem Anhang zu entnehmen (Abb. 8-31, S. 193). Einen signifikanten Unter-
schied zwischen den getesteten Oberflachen zeigte BSA. Auf der AI-OF wurde nach Konditi-
onierung keine Klebefuge ausgebildet und es war keine Zug-Scher-Kraft messbar. Auch in der
Literatur wurden mit AI-OF kaum messbare Zug-Scher-Krafte (~ 0,07 MPa) fir BSA bestimmt
[Brennan et al., 2017; Yang et al., 2013]. Bislang wurde BSA in der Literatur als kein natirliches
Adhasiv (Vergleichsprotein) verwendet, um Flgeteile aus Gold, Aluminium oder Titan zu ver-
kleben und mit den Daten von adhasiven Proteinen (z.B. Mfp, PC1, CP19) zu vergleichen. An
diesen OF zeigte BSA kaum adhasive Eigenschaften im Zug-Scher-Versuch und eignete sich
gut als Negativkontrolle. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch Mica als Zieloberflache flr
die Bindung Mfp-3-basierter DP festgelegt. An dieser OF agierte BSA als guter Kleber
(0,87 £ 0,19 MPa) und bestatigte, dass sich Proteine anhand ihrer makromolekularen Eigen-
schaften im Allgemeinen gut als Klebstoff eignen. Mit dem Wechsel zur Al-OF zeigte sich deut-
lich der Unterschied zu Mefp-3, welches aufgrund seiner spezifischen Seitenketten eine gute
Klebkraft an diesen OF aufweist.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und die rekombinante Produktion eines Pro-
tein-basierten Bindemittels fir die Verwendung an SiO2-Oberflachen. Dafiir wurden nach in-
tensiver Literaturrecherche adhasive und kohasive Proteinsequenzen ausgewahlt und fur die
Entwicklung bester Bindungseigenschaften systematisch in einer Sequenzbibliothek kombi-
niert. Als adhasiver Anteil wurden Muschelfu3proteine ausgewahlt, deren Sequenz Tyrosine
zur spateren Modifikation zu DOPA enthalt (Kriterium ). Als kohasiver Protein-Block sollten
Elastin-ahnliche-Sequenzen in die artifiziellen Proteine eingebaut werden (Kriterium IlI). Fur
das Design der neuartigen Bindeproteine wurde das Muschelfu3protein-3 (Mfp-3) ausgewahlt.
Neben der Variante aus M. galloprovincialis (Mgfp-3), welche bereits von anderen Wissen-
schaftlern rekombinant gewonnen wurde [Hwang et al., 2005; Yang et al., 2013], war auch
Mfp-3 aus M. edulis (Mefp-3) Teil der Sequenzbibliothek. Die Mfp-3 weisen eine Ahnlichkeit
von 58,3 % auf und unterscheiden sich nur geringfligig (Abb. 1-9, S. 15). Wahrend in Mefp-3
ein zusatzliches Tyrosin an Position 22 vorkommt, enthalt Mgfp-3 im Gegensatz dazu N-ter-
minal zwei Tyrosine. Diese Tyrosine kénnen durch Reaktion mit Tyrosinase zu DOPA hydro-
xyliert werden. In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass sowohl die Position als auch die
benachbarten Aminosauren zu DOPA eine essentielle Rolle in der Bindung Mfp-basierter Se-
quenzen spielen und die Adhasion beeinflusst werden kann [Degen et al., 2021; Li et al., 2020;
Li et al., 2017]. Aufgrund der Sequenz-basierten Unterschiede in Mefp-3 und Mgfp-3, wurden
in der vorliegenden Arbeit beide Varianten in den Designer-Proteinen (DP) untersucht.

Im Anschluss an das Protein-Design wurde die rekombinante Produktion der DP sowohl im
Schittelkolben- als auch im Bioreaktormalistab (15 L) in verschiedenen E. coli-Stammen ver-
glichen. Dieser Aspekt stellte eine besondere Herausforderung der vorliegenden Arbeit dar,
da es sich bei DP um kinstliche, nicht-natirlich vorkommende Proteine handelt. In der Litera-
tur vergleichbarer Proteine erfolgte die Produktion lediglich im Schittelkolbenmalfstab oder in
< 5 L Bioreaktormalistab (Tabelle 4-1, S. 122). Nach erfolgreicher Etablierung, Anpassung
und Optimierung der Kultivierungsbedingungen folgte die Isolierung nach Auswahl geeigneter
Reinigungsmethoden aus E. coli. Die Untersuchungen zur rekombinanten Produktion der DP
und deren Ausbeuten werden in Kap.4.1 (S. 115) diskutiert.

Fur die anwendungsorientierte Funktionalisierung der DP wurde eine post-translationale Mo-
difikation Peptid-gebundener Tyr zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) durchgefihrt. Alter-
nativ zu der oft in der Literatur eingesetzten Pilz-Tyrosinase wurde in der vorgelegten Arbeit
eine mikrobielle Tyrosinase (Hiss-mTyr) verwendet. Die Untersuchungen zur rekombinanten
Produktion sowie zur Aktivitat der Hiss-mTyr werden in Kap. 4.2 (S. 123) diskutiert. In diesem
Zusammenhang stellten der quantitative Nachweis der Hydroxylierung, sowie die Lokalisation
der Modifikation in der Polypeptidkette der DP eine weitere Aufgabenstellung dar.

Final erfolgten die funktionelle Charakterisierung, sowie die mechanische Testung der DP an
SiO2-Oberflachen. Dabei war der Vergleich zwischen adhasiven Einzelblécken und den kom-
binierten DP, bestehend aus adhasiven und kohasiven Blocken, interessant. Des Weiteren
wurde der Einfluss der post-translationalen Modifikation von Tyr zu DOPA in den DP auf struk-
tureller als auch auf funktionaler Ebene untersucht. In Kap. 4.3 (S. 131) werden die Ergebnisse
unter Beachtung der vorhandenen Literatur diskutiert.
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4.1 Rekombinante Produktion von Mfp-3 und ELP-basierten
Proteinen

Zu Beginn der praktischen Arbeiten wurden fiir das Protein-Design, basierend auf dem Prinzip
eines guten Klebstoffs (Abb. 1-2, S. 3), adhasive und kohasive Protein-Blécke ausgewahlt. In
der vorliegenden Arbeit wurde das Muschelfulprotein-3 (Mfp-3) als zentraler Block fiir die Pro-
teinadhasion an SiO»-Oberflachen festgelegt. Die Begriindung zur Auswahl dieses Protein-
Blocks basierend auf den Literaturangaben ist in Kap. 1.4.1 (S. 11) erlautert. Daraus entwi-
ckelte sich die Mfp-3-basierte Fusionsbibliothek (Kap. 3.1, S. 51) deren Sequenzen in Tabelle
3-1 und Abb. 3-1 (S. 51) vorgestellt wurden. Basierend auf den besonderen Material-eigen-
schaften und einer vergleichbar einfachen und schnellen Reinigungsmethode aus E. coli wur-
den Elastin-ahnliche Sequenzen als kohasive Blocke fir die Designer-Proteine verwendet
(Kap. 1.4.2, S. 18). Die Basis fir das Protein-Design von DP1A/B war die ELP-Sequenz
(VPGVG) aus der Arbeit von [Desai et al., 2016]. Die Forscher untersuchten den Zusammen-
hang zwischen der Anzahl an Pentapeptid-repeats in den ELP (héheres MW) und der se-
quenzspezifischen Ubergangstemperatur (Ty), bei der sich das Polypeptid von einer unstruk-
turierten Anordnung (random-coil) zu geordneten intra- und intermolekularen B-Helix-Struktu-
ren (B-spiral, mit einem Typ Il B-turn pro Pentamer) faltet (Abb. 1-12, S. 20) [Girotti et al., 2004].
Desai und Kollegen zeigten, dass sich T; mit einer héheren Anzahl an Pentapeptid-repeats
(VPGVG), verringert: n =50, Ti=40°C>n =75, T;=34°C >n =100, T = 31 °C. Unter
Abwagung der gewunschten Tizur Reinigung von DP1A/B mittels ITC wurde der ELP-Block
mit 75 Wiederholungen eingebaut (Kap. 3.1.1.2, S. 52). Neben einem ELP-Block in DP1A/B,
wurde Tropoelastin (TE) aufgrund der ahnlichen Eigenschaften als kohasive Einheit in DP2
verwendet (Tabelle 3-1, S. 51).

4.1.1 Rekombinante Produktion von Mfp-3-Proteinen

Die biotechnologische Gewinnung von Mfp ist in den vergangenen 20 Jahren Gegenstand
intensiver Forschung gewesen. Die Mfp wurden bislang mittels Hise-tag Uber eine Affinitats-
chromatografie unter denaturierenden Bedingungen gereinigt. Eine Ubersicht ist in Tabelle 4-1
(S. 122) dargestellt. In der vorgelegten Arbeit wurde fir die rekombinante Produktion der Mfp-
3 Einzeldomanen ein neuer Ansatz gewahlt und die Proteine wurden als Hiss-SUMO-
Fusionsproteine designt (Kap. 3.1.1.1, S. 52). Durch die Fusion mit dem eukaryotischen Pro-
tein SUMO (small ubiquitin-like modifier) kann die Loslichkeit sowie die Produktion rekombi-
nanter Proteine erhoht werden [Marblestone et al., 2006]. In der vorliegenden Arbeit konnte
die Loslichkeit auch fur die Mfp-3 erhéht werden. Die Zielproteine wurden in E. coliBL21 (DE3)
pLysS produziert (Kap. 3.2.2.1, S. 59) und mittels IMAC gereinigt (Kap. 3.2.2.2, S. 61). Aus
den Aufarbeitungen aus dem loslichen Zellextrakt konnten im Durchschnitt 2 mg/geem Hise-
SUMO-Mefp-3 (~ 249 mg/Lkuiur) und 4,2 mg/germ Hise-SUMO-Mgfp-3 (~ 457 mg/Lkut.r) gewon-
nen werden. Es konnte erstmalig eine erfolgreiche rekombinante Produktion von Hise-SUMO-
Mefp-3 sowie die Gewinnung von Mefp-3 nach der enzymatischen Abspaltung von Hisg-SUMO
mittels der SUMO-Protease (ScUIp1) gezeigt werden (Kap. 3.2.2.2.2, S. 62). Nach Verdau
mittels ScUIp1 lagen beide Zielproteine vollstéandig als Prazipitat vor. Um die Zielproteine in
Lésung zu bekommen, waren saure Bedingungen erforderlich (z.B. 25 % HAc). Der SUMO-
tag in Hise-SUMO-Mefp-3 und Hise-SUMO-Mgfp-3 tragt somit mafdgeblich zur Léslichkeit der
Mfp-3 bei. Nach Abspaltung des Hiss-SUMO-Proteins lag die Ausbeute flir Mefp-3 bei
~ 55 mg/Lkuiwr und fir Mgfp-3 bei ~ 100 mg/Lkuitur-
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In der Literatur ist eine rekombinante Gewinnung fir Mefp-3 aus M. edulis bislang nicht be-
schrieben. Fir die Sequenzvariante aus M. galloprovincialis (Mgfp-3) wurde eine Ausbeute
von 2,5 mg/Lkutrim 3 L Bioreaktormalstab erhalten [Hwang et al., 2005]. Die Produktion eines
Fusionsproteins aus Mgfp-3 und Mgfp-5 in E. coli in einem 10 L Bioreaktormalstab lieferte
eine Verbesserung der Proteinausbeute. Nach der Reinigung aus Inclusion bodies konnten
Gim und Kollegen 39 mg/L fp-353 gewinnen [Gim et al., 2008]. Die bislang héchste Ausbeute
mit 47 mg/Lkurer Mgfp-3 wurde durch eine Codon-usage Optimierung des Gens fur Mgfp-3 fur
E. coli und das Entfernen der nativen Signalsequenz erzielt [Yang et al., 2013]. In der vorlie-
genden Arbeit konnte die Ausbeute der Mgfp-3-Variante im Vergleich zu Yang und Kollegen
durch die Verwendung des SUMO-Systems auf ~ 100 mg/Lkuwr verdoppelt werden (Tabelle
4-1, S. 122). Daruber hinaus konnten die Proteine erstmalig 16slich in E. coli im 9 L-Bioreak-
tormalstab produziert werden und ein reproduzierbares Protokoll zur Gewinnung der Mfp-3
wurde entwickelt.

4.1.2 Rekombinante Produktion Elastin-basierter Sequenzen

In der vorliegenden Arbeit konnten mittels dem angepassten Protokoll fiir das Inverse transi-
tion cycling (ITC, Kap. 2.2.5.2, S. 42) insgesamt 71 mg/Lkutwr DP1A-Variante, 69 mg/Lkuitur
DP1B-Variante und 36 mg/Lkut,r DP2 produziert werden (Tabelle 4-1, S. 122). Damit liegen die
Ausbeuten im Bereich der Literaturangaben ELP-basierter Proteine, die mittels ITC gewonnen
wurden: ~ 30 mg/Lkutwr [Haider et al., 2005; Nagarsekar et al., 2002], 40 — 70 mg/Lkuir [Meyer
und Chilkoti, 1999], 16 — 87 mg/Lkutr [Christensen et al., 2009], 85 mg/Lkuwr [Xia et al., 2011].
Seit den 1990er Jahren wurden bereits viele Aspekte der heterologen Produktion von ELP-
basierten Sequenzen untersucht. Meyer und Kollegen haben verschieden grolRe ELP-
Fusionsproteine rekombinant in E. coli produziert [Meyer und Chilkoti, 1999]. Die Ausbeute an
Fusionsprotein nahm mit zunehmender ELP-Lange fir (VPGVG), ab (70 mg/L bei n = 30 bzw.
40 mg/L bei n = 180). Die ELP-Lange scheint jedoch keinen Einfluss auf die Effizienz der Rei-
nigung zu haben und alle Fusionskonstrukte konnten vollstandig aus den Zelllysaten gewon-
nen werden (,,...recovery from cell lysate was complete for all fusion constructs.“). Christensen
und Kollegen untersuchten den Einfluss der Position von ELP im Fusionsprotein auf das Ex-
pressionslevel in E. coli BLR (DE3), sowie die Ausbeuten an gereinigtem Protein [Christensen
et al., 2009]. Die Positionierung von ELP am C-Terminus des Zielproteins (Protein-ELP) fuhrte
zu einer hdéheren Expression der vier untersuchten ELP-Fusionsproteine und folglich zu einer
hoheren Zielproteinausbeute. Insgesamt wurden Ausbeuten von ~ 16 — 87 mg/Lkuir erzielt.
Eine Ausnahme stellen die Ergebnisse von Chow und Kollegen dar [Chow et al., 2006]. Durch
Medienoptimierung konnte eine enorme Steigerung der Produktivitat mit einer Ausbeute von
1,6 g/Lkuter GFP-ELP in E. coli erreicht werden. Die SDS-PAGE-Analyse zeigte jedoch, dass
es sich um ein Proteingemisch handelt. Neben der Zielproteinbande bei 65,5 kDa war eben-
falls eine Bande bei 55 kDa sichtbar. Die Forscher vermuteten, dass es sich um eine Verun-
reinigung handelt, die unspezifisch an das GFP-ELP binden kann. Diese Proteinbande wurde
nicht weiter analysiert. Aus diesem Grund ist auch in dieser Studie eine Fragmentierung des
Zielproteins, basierend auf den veréffentlichten Daten, nicht auszuschlie3en.

In der Literatur konnte bereits gezeigt werden, dass die Proteinbiosynthese hoch-repetitiver
Zielproteine wie z.B. Spinnenseideproteine in E. coli durch die Bereitstellung der notwendigen
t-RNAs limitiert ist und die Translation vorzeitig abgebrochen werden kann. Dies kann jedoch
mit Hilfe von metabolic engineering optimiert werden [Xia et al., 2010]. In einer weiteren Studie
wurde der metabolische Bedarf, der mit der rekombinanten Proteinproduktion basierend auf
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Glucose und Glycerin einhergehen, mit drei unterschiedlichen Computer-gestitzten Methoden
ermittelt [Kaleta et al., 2013]. Daraus wurden die Aminosauren (AS) Met, Phe und Leu identi-
fiziert, die die Biosynthesemaschinerie von E. coli am starksten belasten. Darlber hinaus
zeigte die Analyse, dass der Polymerisationsbedarf von Proteinen im Fall von Glycerin als C-
Quelle, fast vollstandig durch die Energie, die bei der AS-Biosynthese entsteht, kompensiert
werden konnte. Demzufolge ist Glycerin nach Beginn der rekombinanten Proteinproduktion
als C-Quelle oft besser geeignet als Glucose. Beispielsweise wurde in der Studie von Luo und
Kollegen die Biosynthese von TRAIL (engl. Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing
Ligand) in E. coli um Faktor 1,59 unter Verwendung von Glycerin als C-Quelle (3,16 g/Lkuitur)
im Vergleich zu Glucose (1,99 g/Lkutur) Nach Induktion erhdht [Luo et al., 2006].

In Bezug auf ELP-Sequenzen konnte dieser Zusammenhang auch in der bereits erwahnten
studie von Chow und Kollegen gezeigt werden. Durch Zugabe von Glycerin und bestimmter
AS zum Komplexmedium wurde die Proteinproduktion und folglich die Ausbeute einer Fusion
aus GFP-ELP optimiert [Chow et al., 2006]. Entgegen der Erwartung zeigten auch AS wie z.B.
Asn, Asp, GIn und Glu, die nicht in ELP-Sequenzen vorkommen, einen positiven Effekt auf die
Proteinausbeute. Die Forscher stellten die Hypothese auf, dass die tberproportionalen Men-
gen dieser AS in ELP und ELP-Fusionsproteinen eine viel héhere Anforderung an Stoffwech-
selwege und deren Metabolit-Zwischenprodukte stellen, als zellulare E. coli Proteine und még-
licherweise zu einer Erschdpfung der intrazellularen Aminosaurepools fiihren. E. coliist in der
Lage, alle fur die Proteinsynthese erforderlichen 20 AS aus Ammoniumsalzen zu synthetisie-
ren. Die Biosynthese von AS wird stark durch Endproduktregulierung und Aminosauretrans-
porter kontrolliert [Bailey und Ollis, 2018]. Eine mdgliche Methode zur Wiederauffillung der
intrazellularen Aminosaurepools ist demzufolge die Zugabe von AS zum Medium. Daher
wirde die Ergéanzung bestimmter AS, die dem glykolytischen Stoffwechselweg nachgelagert
sind, fir die rekombinante Proteinsynthese von Vorteil sein. Insgesamt konnte mit dem opti-
mierten Medium die Ausbeute von GFP-ELP im Schuttelkolben um das 36-fache auf 1,6 g/Lku-
wr gesteigert werden [Chow et al., 2006]. Anhand dieser Daten wurde ein interessanter Aspekt
in der rekombinanten Produktion ELP-basierter-, aber auch anderer repetitiver Polypeptide,
gezeigt. Aus diesem Grund wurde auch in der vorliegenden Arbeit die Zugabe verschiedener
AS (Gly, Pro, Asn, Asp, GIn, Glu) wahrend der Kultivierung von E. coli BW3110 zur Produktion
von DP1A getestet. Jedoch zeigte dieser Ansatz keine Verbesserung in der Ausbeute des
Zielproteins (Daten nicht gezeigt). Die Ursache liegt vermutlich in der Verwendung unter-
schiedlicher Expressionssysteme. In der Literatur wurde E. coli BLR (DE3) verwendet. In die-
sem Stamm tritt haufig eine basale Genexpression auf, die bereits in der exponentiellen
Wachstumsphase durch die Synthese eines rekombinanten Proteins, das Wachstum stark re-
duziert und folglich die Gesamtproteinausbeute reduziert [Hartnett et al., 2006]. In der vorlie-
genden Arbeit erfolgte die rekombinante Produktion von DP1A/B in E. coliBW3110. Durch das
zu Grunde liegende positiv regulierte Promotorsystem, wurde eine Basalexpression ohne In-
duktor (Rhamnose) vermieden. Aus diesem Grund war die metabolische Last dieser E. coli
Zellen geringer und der intrazelluldre Aminosaurepool war zu Beginn der Induktion noch nicht
ausgeschopft, weshalb die Zugabe von AS zum Medium vermutlich keine Verbesserung in der
Zielproteinausbeute zeigte. Insgesamt konnte aber der positive Effekt von Glycerin im Medium
auf die rekombinante Produktion ELP-haltiger Proteine bestatigt werden. In der vorgelegten
Arbeit wurde unter Verwendung von TB-Medium (enthalt 0,5 % (m/v) Glycerin) im Vergleich
zu LB- oder MM-Medium eine héhere Proteinexpression (Beurteilung der Bandenintensitaten)
von DP1A/B in E. coli BW3110 erzielt (Kap. 3.2.3.1.1, S. 68).
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4.1.3 Up-Scaling und Abbau der DP1-Proteine

Im Zuge des Up-Scaling zur Reinigung ausreichender Mengen an DP1A/B, kam es zur Frag-
mentierung der Zielproteine innerhalb der Mfp-3-Sequenzen. Der Abbau war unabhangig von
der gewahlten Reinigungsmethode. Sowohl nach der chromatografischen Reinigung mittels
IMAC (Kap. 3.2.3.2.1.2, S. 72) als auch mittels Inverse transition cycling (ITC) (Kap. 3.2.3.2.2,
S. 74), lagen DP1A/B verkirzt vor. In der Literatur ist zur rekombinanten Produktion von Mfp-
3 und Mfp-3-Fusionsproteinen kein Abbau beschrieben [Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005;
Wang und Scheibel, 2018a; Yang et al., 2013]. Der einzige Unterschied zu den Literaturanga-
ben lag in den ausgewahlten Produktionsorganismen. Mfp-3 und Mfp-3-basierte Sequenzen
wurden in E. coli BL21 Stammen produziert und in der vorliegenden Arbeit wurde E. coli
BW3110 fir die Synthese von DP1A/B ausgewahlt (Tabelle 4-1, S. 122). Aus dem Vergleich
der Organismen ergab sich folgender Unterschied: in E. coli BL21 sind die Schllisselproteasen
OmpT und Lon deletiert. Das Fehlen dieser Proteasen soll den Abbau heterologer Proteine
verringern [Studier und Moffatt, 1986]. Wahrend die Lon-Protease aufgrund ihres Abbauver-
haltens nicht infrage kommt [Kuroda et al., 2001; Lee und Suzuki, 2008], ergab eine Recherche
in Hinblick auf die Substratspezifitat, dass die Membran-gebundene Protease OmpT eine Spe-
zifitat fir das -RvR- Sequenzmotiv (Abb. 3-16) zeigt [McCarter et al., 2004]. Basierend auf
diesen Erkenntnissen erfolgte ein Stammwechsel und DP1A wurde in E. coli BL21 (DE3)
pLysS produziert (Kap. 8.2, Abb. 8-15, S. 180). Jedoch konnte der Wechsel des Produktions-
stammes die Fragmentierung des Zielproteins nicht verhindern und die OmpT Protease konnte
als Ursache des Abbaus ausgeschlossen werden (Kap. 8.2, Abb. 8-16, S. 181).

Da fir die Testung der Bindeeigenschaften die intakten Designer-Proteine mit der Kombination
aus adhasiven und kohasiven Sequenzbldcken getestet werden sollten, erfolgten weitere zahl-
reiche Experimente, um dem Abbau entgegenzuwirken. Weder durch den Einsatz verschiede-
ner Protease-Inhibitoren (PMSF [Brungardt et al., 2020], cOmplete™ Protease Inhibitor Cock-
tail von Roche [Nallamsetty und Waugh, 2007], Protease Inhibitor Mix Ill von Genaxxon
[Genaxxon, 2015], 1 M KCI [Ayyash et al., 2013]), noch der Einsatz denaturierender Agenzien
(Harnstoff und Guanidiniumchlorid) [Haneskog, 2006] wahrend Zellaufschluss und IMAC
konnten der Fragmentierung entgegenwirken. Lediglich 1 M KCI im Resuspensionspuffer er-
wies sich zur teilweisen Inhibierung von Proteaseaktivitat im kleinen Mal3stab (Reinigung aus
~ 5 g BFM) als wirksam. Dieses Ergebnis deutete auf eine proteolytische Aktivitat hin. Dartber
hinaus erfolgten Untersuchungen zur Hitzefallung und Aceton-Extraktion als alternative Aufar-
beitungsmethoden zur Vermeidung des Abbaus. Jedoch flhrten diese Experimente auch nicht
zur Gewinnung von vollstandigem DP1A/B. Trotz der verschiedenen Ansatze konnte die Frag-
mentierung im Verlauf der Proteinaufarbeitung nicht unterbunden werden. Auch der Wechsel
zur alternativen Reinigungsmethode mittels ITC konnte keine Lésung der Abbauproblematik
liefern. Bei der MaRstabsvergroRerung kam es ebenfalls zur Fragmentierung von DP1A/B. Es
erfolgten auch fur das ITC diverse Experimente, um dieses Problem zu vermeiden. Allerdings
waren anhand der Resultate weder Scherkrafte bei dem mechanischen Zellaufschluss, noch
das Milieu (pH-Wert) oder die Temperatur wahrend des ITC-Verfahrens fiir den Abbau verant-
wortlich.

Aus den Ergebnissen zur heterologen Produktion im Schuttelkolben- und Bioreaktormalstab
von DP1A/B in E. coliBW3110 war nicht von einem vorzeitigen Translationsabbruch wahrend
der Proteinsynthese auszugehen. Die 1/ODggo-Proben zeigten weder im Verlauf der Kultivie-
rung als auch zum Zeitpunkt der Ernte Abbaufragmente oder schwachere Signale auf Héhe
der Zielproteine in der Western-Blot-Analyse (Kap. 3.2.3.1.2, Abb. 3-12 B & D, S. 69). Um eine
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vorzeitige Faltung des ELP-Blocks durch temperaturinduzierte intra- und intermolekulare
Wechselwirkungen zu vermeiden, erfolgte die Synthese der Zielproteine stets durch die Zu-
gabe des Induktors (5 mM Rhamnose) nach Reduktion der Kultivierungstemperatur auf 25 °C.
Die dominanten DP1-Fragmente zeigten sich erst nach Reinigung mittels IMAC oder ITC und
waren im WB nachweisbar (Kap. 3.2.3.2.1.2, Abb. 3-14 C, S. 73). Ebenfalls wurde die E. coli
BW3110 Biofeuchtmasse (Lagerung bei - 20 °C) Uberprift, um potenzielle Lagerungseinfliisse
auszuschlieBen. Es wurde zum einen eine SDS-PAGE-Probe intakter Zellen angelegt als auch
ein Zellaufschluss im kleinen Mal3stab zur Analyse des Rohextraktes (RE) durchgefihrt. Beide
Proben zeigten in der WB-Analyse keine Abbaufragmente (Daten nicht gezeigt). Aus diesem
Grund konnte ein Lagerungseffekt ausgeschlossen werden.

Aus den Ergebnissen zur Reinigung der DP1-Proteine geht hervor, dass die Verweildauer im
RE einen Einfluss auf die Stabilitdt von DP1A/B hat. Der Zeitraum von Zellaufschluss bis zur
Beladung der Ni(ll)-Sepharose-Saule oder dem Beginn des ITC-Verfahrens nimmt im gré3e-
ren Malstab deutlich zu (wenige Minuten bis mehrere Stunden). Es ist daher davon auszuge-
hen, dass die DP1-Proteine einem maoglichen Abbau durch Proteasen unterlagen. Allerdings
war dieses Ergebnis unerwartet. Zum einen wurde beim Protein-Design auf die Vermeidung
von Schnittstellen intrazellularer Proteasen (fir die vorliegende Arbeit in E. coli) geachtet und
zum anderen wurde ein Protease-Inhibitor-Cocktail (cOmplete™, EDTA-frei, Roche) verwen-
det und bis zur Reinigung (Auftragung auf die IMAC / 1. Zyklus ITC) auf Eis gearbeitet. Dartuber
hinaus wurde zur Vermeidung einer langen Verweildauer von DP1 im RE zur Nutzung einer
gepackten Chromatografiesaule alternativ die Durchfihrung einer Batch-Adsorption unter-
sucht. Die Durchfihrung der Batch-Adsorption erfolgte nach einem Protokoll von Dr. Martin
Wolfram [Wolfram, 2018]. Auch dieses Experiment fihrte nicht zur Gewinnung von intaktem
DP1. Bereits vor Adsorption an die Ni(ll)-Sepharose™ excel beads (GE Healthcare) konnten
in der WB-Analyse Fragmente unterschiedlichen Molekulargewichts (~ 20, 22, 34 kDa) nach-
gewiesen werden. In den Elutionsfraktionen wurden lediglich Spuren auf der zu erwartenden
Hohe des Zielproteins detektiert (Daten nicht gezeigt).

Es konnte allerdings eine Spezies einer DP1-Variante mit einer Molekularen Masse von ca.
35 kDa mittels ITC reproduzierbar aus E. coli BW3110 gewonnen werden. Die Bestimmung
der Proteintermini dieser DP1A-Variante erfolgte N-terminal mittels Edman-Sequenzierung
(Kap. 3.2.3.2.2, Tabelle 3-5, S. 78) und C-terminal mittels ISD/T3-Sequenzierung (Kap. 11,
Abb. 11-6 und Tabelle 11-2, S. 212). Interessanterweise lagen die Schnittstellen zwischen
zwei basischen Aminosauren. Nach erneuter Literaturrecherche konnten zwei potenzielle Pro-
teasen als Ursache identifiziert werden. Die Protease Il (ptrB) [Kanatani et al., 1991] ist eine
endogene Serin-Protease, die nach Lys- und Arg-Resten (P1) innerhalb der Polypeptidkette
schneiden kann und somit das Muster erklarbar ware. Als Protease-Inhibitor flr die ptrB ist
1 mM Diisopropylfluorphosphat (DFP) oder 1 mM Tosyl-L-lysinchloromethylketon (TLCK) in
der Literatur beschrieben [Pacaud und Richaud, 1975; Tsuru und Yoshimoto, 1994]. Beispiel-
haft wurde in der vorliegenden Arbeit 1 mM DFP im Prozess eingesetzt. Doch die Zugabe von
DFP im Lysepuffer und wahrend der Reinigung von DP1A (Kap. 8.2, Abb. 8-14, S. 180) konnte
den Abbau nicht verhindern.

Interessanterweise war fir die Mefp-3-Einzeldoméne trotz gleicher Aminosduresequenz und
somit gleicher potenzieller Schnittstelle kein Abbau nachweisbar. Die MALDI-MS-Analysen
zeigten fur Mefp-3 (Kap. 3.2.2.3.2, Abb. 3-11, S. 67) intakte Massen. Auch DP2, welches C-
terminal Mefp-3 als adhasiven Block enthalt, wurde nicht in dem Male fragmentiert. Basierend
auf dem Protein-Design der DP (Kap. 3.1, S.51) besteht der einzige Unterschied im
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eingebauten kohasiven ELP-Block in den DP1. Eine Vermutung ware, dass im Fall der DP1-
Proteine, der ELP-Teil zu einer Art strukturellen Streckung der Mfp-3-Sequenzen kommt, wel-
che die Polypeptidkette im Vergleich zu den His-SUMO-Fusionen der Einzeldomanen von
Mfp-3 anfalliger fir Proteolyse macht. MutmafRungen dieser Art missten in Folgeexperimenten
evaluiert werden. Insgesamt konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit weder eine Lésung
dieser Fragmentierungsproblematik noch deren Ursache gefunden werden.

Die Problematik der Fragmentierung rekombinanter Proteine bei der Produktion in E. coli ist
bekannt [Baneyx und Georgiou, 1991; Meerman und Georgiou, 1994; Rozkov und Enfors,
2004] (Kap. 1.5, S. 22). In der Literatur wird haufig beschrieben, dass co-translational auftre-
tende Faltungsfehler zu Translationsabbriichen oder Proteolyse flihren kann [Baneyx und
Mujacic, 2004; Joseph et al., 2015; Singha et al., 2017]. Auch rekombinant hergestellte artifi-
zielle Proteine in inclusion bodies (IB) kdnnen fehlgefaltet und nach Solubilisierung nicht in die
gewulnschte Struktur zurtickfaltbar sein [Sutherland et al., 2018]. Aus diesem Grund wurden
diese Aspekte sowohl bei dem Protein-Design, der Wahl des Produktionsstammes, der Kulti-
vierungsbedingungen, als auch wahrend der Proteinreinigung bertcksichtigt (Kap. 1.3, S. 9).
Daruber hinaus wurde der Produktionsprozess an Literaturdaten angelehnt, wie es strategisch
bereits fur die einzelnen Protein-Blocke gezeigt wurde. Da aus der Aufarbeitung der DP1A/B-
Varianten eine spezifische Schnittstelle zwischen zwei basischen AS prasent zu sein scheint,
kann ein proteolytischer Abbau durch die gangigen Proteasekomplexe in E. coli wie der casei-
nolytischen Proteasen (CIpAP, CIpCP, CIpXP oder ClpYQ) [Gottesman et al., 1997; Tyedmers
et al., 2010] ausgeschlossen werden, die diese Sequenz nicht erkennen und spalten kénnen.
Fur kinftige Experimente wére eine Anderung der Schnittstellen in den Mfp-3-Sequenzteilen
von Interesse, um einen sequenzspezifischen Abbau zu bestatigen, aber auch entgegenwir-
ken zu kénnen.

Im Allgemeinen sind auch Herausforderungen bei der Mal3stabsvergréerung zur Gewinnung
grolRerer Mengen an gereinigten rekombinanten Proteinen bekannt und sind in der Literatur
beschrieben [Krausch et al., 2020; Tripathi, 2009; Wurm, 2016]. In Bezug auf up-stream Ver-
fahren werden bei der Mal}stabsvergrofRerung von mikrobiellen Fed-Batch-Fermentationen
traditionell technische Kriterien wie Reaktionsgeschwindigkeit, Energiezufuhr, Durchmischung
und Stoffaustausch zugrunde gelegt [Enfors und Haggstrom, 1994]. Diese Methoden berick-
sichtigen jedoch nicht die Reaktion von Mikroorganismen auf ihre Umgebung im gréReren
Malfstab. In den vergangenen Jahrzehnten wurde jedoch immer deutlicher, wie wichtig es ist,
den biologischen Teil des Systems zu berlicksichtigen. Insbesondere bei Fermentationen re-
kombinanter Proteine waren die Ergebnisse des Prozess-Scale-ups in vielen Fallen nicht vor-
hersehbar [Riesenberg et al., 1990]. Die Schwierigkeit beim Scale-up von biotechnischen Pro-
zessen besteht darin, dass ein groRer Reaktor durch die Begrenzung des Energieeintrags und
der Durchmischung nicht so homogen ist, wie ein Schittelkolben (SK) oder ein Reaktor mit
geringem Gesamtvolumen. Dies fiihrt zu einer Begrenzung des Stofftransports und zu einem
Gradienten im Reaktor, insbesondere fir das Energiesubstrat, die Gasverteilung und den pH-
Wert. Diese Parameter beeinflussen die Produktion rekombinanter Proteine mafgeblich und
fuhren haufig zu einer schlechteren Ausbeute des Zielproteins im Vergleich zur Produktion im
kleinen MaRstab. Aus diesem Grund mussen flr eine optimierte Verfahrensentwicklung haufig
mehrere Versuche durchgeflhrt, parameterbezogen und mit einem optimierten Prozessmodell
ausgewertet werden. Diese zielfihrende Methodik ist jedoch aus Zeit- und Materialgriinden
nicht in jedem Fall umsetzbar.
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Darlber hinaus kénnen auch beim Scale-up im Downstream Prozess Probleme auftreten, da
oft die Dauer des Verfahrens deutlich zunimmt. Das betrifft parallel die Dauer der Zellabtren-
nung, des Zellaufschlusses (intrazellulares Zielprotein) und der Produktreinigung (chromato-
grafisch oder nicht-chromatografisch) [Prokopakis und Asenjo, 2020]. Dies kann sowohl die
Proteinstabilitat als auch die spezifische Aktivitat im Falle von Enzymen beeinflussen, und so-
mit einen Effekt auf die Ausbeute und die Qualitat rekombinanter Zielproteine zeigen. Die Pro-
zessdauer scheint auch in der vorliegenden Arbeit fir die Reinigung der DP1 ein entscheide-
ner Faktor gewesen zu sein. Fur die Aufarbeitung im kleinen Mafstab aus ~ 1,5 g BFM konn-
ten zunachst sowohl mittels IMAC (Abb. 3-13, S. 71) als auch mittels ITC (Abb. 3-15 A, S. 76)
intakte DP1 gewonnen werden. Die Fragmentierung trat erst mit Ma3stabsvergré3erung auf.
Bei dem Vergleich der Proteinausbeuten mit relevanten Literaturangaben ist daher der Pro-
duktionsmalistab interessant. Die hochste Ausbeute von 1,6 g/Lkutr Wurde fur die Produktion
von GFP-ELP erhalten [Chow et al., 2006]. Der Prozess erfolgte aber lediglich im 50 mL-
Schuttelkolbenmalistab. Die Ausbeuten der DP1-Proteine in der vorliegenden Arbeit ergaben
sich aus der Reinigung aus E. coli Zellen, die im 15 L-Bioreaktormalstab kultiviert wurden.
Dieser Zusammenhang ist bei dem Vergleich mit den Literaturdaten in Tabelle 4-1 (S. 122) zu
bertcksichtigen.

Zusammenfassend konnte anhand der Edman-Sequenzierung und der ISD/T3-Analyse besta-
tigt werden, dass die verkirzten DP1-Varianten (Abb. 3-16, S. 79) Mfp-3-Sequenzanteile mit
Tyr-Resten enthalten, die fur die Modifikation zu DOPA zur Verfligung standen. Somit war ein
wichtiges Kriterium an das Design der DP erflllt. Zudem war aus der Literatur bekannt, dass
auch kurze Muschelfulisequenzen gute adhasive Eigenschaften zeigen kénnen [Li et al., 2017;
Numata und Baker, 2014; Yamamoto et al., 2000; Yu und Deming, 1998]. Demnach blieb die
Grundidee zum Design eines Protein-basierten Bindemittels bestehen (Kap. 1.3.1, S. 9), wel-
ches adhasive und kohasive Sequenzanteile enthalt. Auch die weitere Verwendung sowie die
funktionelle Charakterisierung der verklrzten DP1-Varianten liegen darin begriindet.
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Tabelle 4-1 Ubersichtstabelle zur rekombinanten Produktion Mfp- und ELP-basierter Proteine

Protein- MW Produktions- Kultivierungsbedingungen Lokali- Ausbeute Literatur
block (kDa) stamm sation (9/Lkuitur)
Vol. Med. MaBst. rpom T Ind.
(L) (°C)

Mgfp-3A 7,0 E. coliBL21 3,00 LB BR 250 37 1 mM IPTG, 12 h Peripl., 16sl. 0,003 [Hwang et al., 2005]
Mgfp-5 18,1 E. coli BL21 3,00 LB BR 250 37 1mM IPTG Intraz., 16sl. 0,003 [Hwang et al., 2004]
Mcfp-3 36,1 K. lactis 0,20 LB+ Gal SK N/A 30 n.a. Extraz., 16sl. 0,001 [Platko et al., 2008]
Mgfp-3A 6,7 E. coliBL21 500 LB BR 250 37 1mM IPTG, 5h Intraz.,l6sl. 0,047 [Yang et al., 2013]
fp-353 25,1 E. coliBL21 3,00 LB BR 250 37 1mM IPTG, 12 h Intraz., IB 0,039 [Gim et al., 2008]
ELP 9,1 P. pastoris 1,38 MM + BR N/A 30 MeOH Extraz., 16sl. 0,760 [Schipperus et al., 2012]
(VAG)40 GS115 Glycerin
ELP 31,4 E. coliBLR 0,06 TB SK 300 37  ohne IPTG, ,0iN* Intraz., 16sl. n.d. [Desai et al., 2016]
GFP-ELP 65,5 E. coliBLR 0,05 TB+AS SK 300 37 1 mM IPTG, 4 h Intraz., 16sl. 1,600 [Chow et al., 2006]
RLP-ELP 11,5 E. coliBL21 1,00 LB SK N/A 37 0,1 mMIPTG, 3 h Intraz., 16sl. 0,050 [Bracalello et al., 2011]
-CLP
TE (IF4) 64,0 E. coliBL21 0,10 LB SK N/A 37 0,1 mMIPTG,3h Intraz., 16sl. 0,045 [Vrhovski et al., 1997]
Hise-SUMO- 19,2 E. coli BL21 9,00 TB BR 400* 37 25 °C, 100 g/h feed, Intraz., 16sl. 0,250 vorliegende Arbeit
Mefp-3 pLysS 1mM IPTG, 17 h (Kultivierung
Hise-SUMO- 19 E. coli BL21 940 TB BR  400* 37 25°C, 100 g/hfeed, Intraz.ldsl. 0460  Kap-2.2.3.1.2,S.37)
Mgfp-3 pLysS 1mM IPTG, 17 h
DP1A- 34,8 E. coli 15,00 TB BR 400* 37  25°C, 100 g/h feed, Intraz., 16sl. 0,071
Variante BW3110 5 mM Rhamnose’

17 h
DP1B- 34,6 E. coli 15,00 TB BR 400 37  25°C, 100 g/h feed, Intraz., 16sl. 0,069
Variante BW3110 5mM Rhamnose’

17 h
DP2 67,3 E. coliBL21 15,00 TB BR 400* 37  25°C, 100 g/h feed, Intraz., 16sli. 0,036

pLysS 1 mM IPTG, 2 h

Mgfp - MuschelfuBproteine aus Mytilus galloprovincialis, Mcfp-3 — MuschelfulRprotein-3 aus Mytilus californianus, ELP — Elastin-ahnliche Polypeptide, SLP — Seiden-ahnliche Po-
lypeptide, RLP — Resilin- ahnliche Polypeptide, CLP — Kollagen-ahnliche Polypeptide, S — Seiden-Block, C — Kollagen-Block, TE(IF4) — Tropoelastin, Isoform 4, MW — Molekularge-
wicht, IB — inclusion bodies, MM — Minimalmedium, MMLBM — Modifiziertes M9 Minimalmedium, AS — Aminosauren, SK — Schittelkolben, BR — Bioreaktor, Gal — Galaktose, feed-
Losung — 150 g/L Hefeextrakt und 250 mL/L Glycerin (Kap. 2.2.3.1.2, S. 37), * — Anpassung der Drehzahl wéhrend der Fermentation um pO2z = 30 % zu gewahrleisten.
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4.2 Post-translationale Modifikation von Tyrosinen

In der Literatur wird die post-translationale Modifikation Peptid-gebundener Tyr zu DOPA als
Grundlage der natirlichen Adhasion beschrieben (Kap. 1.4.1.1.2, S. 15). In Muschelful3prote-
inen (Mfp), isoliert aus verschiedenen Spezies, wurde mittels MALDI-TOF-MS ein Gemisch
unterschiedlichen Hydroxylierungsgrades nachgewiesen [Papov et al., 1995; Waite und
Andersen, 1978a; Waite, 1983b; Waite, 1985]. Die Forscher postulierten, dass je nach Umge-
bung (Temperatur, pH-Wert, Oberflache, Salzgehalt im Wasser) und Alter der Muschel die
Modifikation der Mfp zur Anhaftung an die Zieloberflache angepasst wird. Um diese nattrlichen
Hydroxylierungsmuster der Muschelful3proteine zu imitieren, werden in der Literatur drei An-
satze beschrieben: (1) in vitro Modifikation mittels Tyrosinasen, (ll) in vivo Modifikation durch
Produktion in einem Tyr-auxotrophen Organismus und (lll) co-translationale Modifikation (in
vivo) durch Co-Expression einer Tyrosinase. In der vorliegenden Arbeit wurden die Ansatze
() und (Il) zur Modifikation der Mfp-3 untersucht. Im Folgenden werden diese drei Ansatze
vorgestellt und deren Vor- und Nachteile diskutiert. Es gibt verschiedene Methoden zum Nach-
weis eingefugter Hydroxylierungen. Dazu zahlen die NBT-Farbung als qualitativer Nachweis
von DOPA [Wang und Scheibel, 2018a; Yang et al., 2014b], die Bestimmung des Gehalts an
DOPA mittels massenspektrometrischer Analysen [Hwang et al., 2007; Kim et al., 2018; Yao
et al., 2022] sowie die Analyse des Aminosauregemischs nach saurer Hydrolyse mittels HPLC
oder MS [Do et al., 2017]. Aussagen uber die genaue Anzahl an eingefiigten OH-Gruppen und
zur Position der Hydroxylierungen in der Proteinsequenz wurden bislang nur in einer Studie
zu einem Mfp-1 Decapeptid getroffen [Burzio und Waite, 2002]. In der Literatur flr Mfp-3 oder
Mfp-5 basierte Fusionsproteine wird die mdégliche Ausbildung von 3,4,5-Trihydroxyphenylala-
nin (TOPA) durch den Einsatz von Tyrosinase nicht betrachtet. Aufgrund der Relevanz fur die
Klebeeigenschaften war eine exakte Bestimmung der Hydroxylierungen in den Designer-Pro-
teinen in der vorliegenden Arbeit von grofem Interesse.

4.2.1 In vitro Modifikation mittels Tyrosinasen

Bislang wurde in der Mehrzahl der Studien die in vitro Modifikation Peptid-gebundener Tyr zu
DOPA verwendet. Zu den Vorteilen gehort die gezielte Modifikation des Substrates (Proteins)
unter kontrollierten Reaktionsbedingungen. Fir Mfp-basierte Sequenzen wurde haufig die
Pilz-Tyrosinase aus A. bisporus (Sigma) eingesetzt [Brennan, 2015; Cha et al., 2009; Gim et
al., 2008; Hwang et al., 2005; Jiang et al., 2022; Wang und Scheibel, 2018a; Yang et al., 2013].
Nachteilig ist der relativ geringe Hydroxylierungsgrad von 15 — 40 % (Tabelle 4-2, S. 130). Die
mikrobielle Tyrosinase bietet gegentiber der gangig genutzten Pilz-Tyrosinase eine vielver-
sprechende Alternative. Der Grad an DOPA flr Peptid-gebundene Tyr ist mit 53 %, 13 — 38 %
hdher [Axambayeva et al., 2018; Do et al., 2017; Fairhead und Thény-Meyer, 2010; Zaidi et
al., 2014]. Dabei zeigte die C-terminal verkirzte mTyr aus V. spinosum die bislang hdchste
spezifische Aktivitat unter den getesteten mTyr Varianten [Fairhead und Thény-Meyer, 2010;
Yao et al., 2022].

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die mikrobielle Tyrosinase (Hiss-mTyr)
aus V. spinosum zur Modifikation der DP verwendet (Kap. 3.2.2.3, S. 64; Kap. 3.2.3.3, S. 80;
Kap. 3.2.4.3, S. 87). Die rekombinante Produktion in E. coli basierte auf Literaturangaben
[Axambayeva et al., 2018]. Anstelle von E. coli BL21 (DE3) wurde in der vorgelegten Arbeit
der Produktionsstamm E. coli KRX verwendet (Kap. 3.2.1.2, S. 54). Dieser Stamm enthalt ein
unabhangig reguliertes Promotorsystem, welches die Reduktion einer basalen Genexpression
ermdglicht, die haufig fur E. coli BL21 (DE3) Stamme beschrieben wird [Hartnett et al., 2006].
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Insgesamt konnten aus der Aufarbeitung 20,7 mg/germ (2 248 mg/Lkutr) aktive Hise-mTyr ge-
wonnen werden. Daten zur Ausbeute sind in der Arbeit von [Axambayeva et al., 2018] nicht
angegeben. Aus den Angaben der Publikation Iasst sich jedoch ermitteln, dass aus insgesamt
442 mg Protein im Zelllysat 15,1 mg Hiss-mTyr gewonnen wurden. Dies entspricht ~ 3,4 %
Hise-mTyr vom Gesamtprotein. In der hier vorgelegten Arbeit wurden 496 mg aktive Hiss-mTyr
aus 1007 mg Gesamtprotein (~ 49 %) isoliert. Aus der Literatur ist bekannt, dass E. coli zur
Hyperproduktion rekombinanter Proteine in der Lage ist (> 50 % des Gesamtproteins)
[Baneyx, 1999; Choi et al., 2006]. Diese Ausbeuten sind bislang vor allem fir die rekombinante
Produktion von humanem Insulin beschrieben. Das Insulin wurde in Form von inclusion bodies
in E. coli angereichert und konnte durch eine einfache Reinigung und Riickfaltung gewonnen
werden [Goeddel et al., 1979; Kim und Lee, 1996; Ladisch und Kohlmann, 1992]. Folglich
konnte mit einfachen Veranderungen der Produktionsbedingungen (E. coli Stamm, Promotor-
system und Medium) in der vorliegenden Arbeit eine Erhéhung in der Proteinausbeute 16slicher
rekombinanter Hiss-mTyr um den Faktor 14 im Vergleich zur Literatur erreicht werden.
AnschlieBend war ein Vergleich der spezifischen Aktivitaten der rekombinant hergestellten
Hise-mTyr mit der kommerziell erhaltlichen Pilz-Tyrosinase (Sigma) flr Tyr als Substrat von
Interesse (Kap. 3.2.1.3.1, S. 55), um die Literaturdaten zu verifizieren. Unter den getesteten
Reaktionsbedingungen wurde bei 25 °C eine 130-fach hdhere Aktivitat (Aspez = 264580 U/mg)
fur die Hise-mTyr bestimmt und bei 37 °C wurden 351240 U/mg ermittelt (90-fach héher als die
der Pilz-Tyrosinase). In der Literatur ist eine spezifische Aktivitat der rekombinant produzierten
Hise-mTyr von 13199 U/mg (T =25 °C) unter gleichen Reaktionsbedingungen angegeben
[Axambayeva et al., 2018]. Demnach konnte in der vorliegenden Arbeit fiir Hiss-mTyr eine um
den Faktor 20 héhere spezifische Aktivitat bestimmt werden. Die Ursache fur den Unterschied
konnte basierend auf den Literaturangaben nicht geklart werden. Hierbei ist zu beachten, dass
es sich nicht um die klassische Einheit fir die spezifische Aktivitat (1 U =1 ymol/min) handelt.
Im ,Sigma-Assay“ wird folgende Definition verwendet: eine Unit flihrt zu einem Anstieg bei Azso
von 0,001 pro Minute bei 25 °C in einem 3 mL-Reaktionsgemisch mit L-Tyr (Creaktion = 0,34 mM)
(Kap. 2.2.6.4.1, S. 45). Diese Definition diente als Grundlage zur Berechnung von Aspe, der
untersuchten Tyrosinasen.

Fir die Anwendung der tyrosinhaltigen DP als Kleber ist die Modifikation zum Catechol
(DOPA) relevant, um maximale Bindeeigenschaften an die Zieloberflache zu erzielen. Tyro-
sinasen sind jedoch promiskuitive Enzyme, die sowohl Tyr als auch DOPA als Substrat erken-
nen, so dass als Produkte DOPA und TOPA (trihydroxyliert) entstehen kénnen (Abb. 1-11,
S. 17). Bislang wurde in den Studien zur Hydroxylierung Mfp-basierter Sequenzen nicht zwi-
schen der Ausbildung von dihydroxylierten (DOPA) oder trihydroxylierten (TOPA) Proteinspe-
zies unterschieden. Es wird lediglich ein Hydroxylierungsgrad angegeben (Tabelle 4-2,
S. 130). Fir ein besseres Verstandnis und die Auswahl einer geeigneten Tyrosinase, ist die
Betrachtung der kinetischen Eigenschaften der Enzyme gegeniber beiden Aminosauren wich-
tig. Der Ku-Wert der Hiss-mTyr fir monophenolische Substrate ist um den Faktor 30 niedriger
als fur Diphenole (0,26 mM L-Tyr /7,9 mM L-DOPA) [Fairhead und Thény-Meyer, 2010]. Somit
ist die Hise-mTyr Reaktion spezifischer fur die gewlinschte Reaktion zur Catecholbildung. Fir
gereinigte Pilz-Tyrosinase aus A. bisporus wurden hingegen folgende kinetische Konstanten
in 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 6,8) bei 25 °C bestimmt: Ku = 0,27 mM; Keat = 7,9 £
0,2 s (L-Tyr) und Km =0,8 mM; keat = 107,4 + 4,4 s' (L-DOPA) [Espin et al., 1998]. In einer
aktuelleren Studie von Selinheimo und Kollegen wurden die kinetischen Konstanten der kom-
merziell erhaltlichen Pilz-Tyrosinase von Sigma fir Mono- und Diphenole charakterisiert und
verglichen [Selinheimo et al., 2009]. Die Studie ergab folgende Parameter: Ky = 0,2 mM
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(L-Tyr) und Kn =0,17 mM (L-DOPA) in 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) bei 25 °C. Die
Unterschiede zur Arbeit von Espin und Kollegen kénnen auf die Reinheit der verwendeten
Tyrosinasen zuritickzuflihren sein, da die Tyrosinase von Sigma mehrere Isoformen enthalt
und somit ein Proteingemisch vorliegt [Wichers et al., 2003; Wichers et al., 1996]. Die in der
Literatur zur Hydroxylierung Mfp-basierter Sequenzen verwendete Pilz-Tyrosinase aus A. bi-
sporus (Sigma) [Akemi Ooka und Garrell, 2000; Hwang et al., 2005; Marumo und Waite, 1986;
Wang und Scheibel, 2018b; Yu und Deming, 1998] zeigt somit &hnliche Ky-Werte fir mono-
und diphenolische Substrate. Fur eine gezielte Hydroxylierung Peptid-gebundener Tyr zu
DOPA bietet die in der vorliegenden Arbeit verwendete Hise-mTyr also zwei Vorteile, zum ei-
nen eine hdhere spezifische Aktivitat, und zum anderen die gewilinschte Spezifitat fir mono-
phenolische Substrate. Dartber hinaus wurde Borat zum Reaktionsgemisch gegeben
(Kap. 2.2.6.4.2, S. 46). Durch die reversible Bindung von DOPA unmittelbar nach dessen Bil-
dung, verbessert Borat die DOPA-Ausbeute erheblich und reduziert unerwiinschte Nebenre-
aktionen zu TOPA oder Dopachinon [Kan et al., 2014]. In einer Studie zur Modifikation von
Mfp-Peptiden unter Verwendung der Pilz-Tyrosinase und Borat im Reaktionsansatz wurde
kein TOPA mittels Aminosaurehydrolyse und Tandem-MS nachgewiesen [Wei et al., 2015].
Ein weiterer wichtiger Aspekt neben der Betrachtung von Tyr als Substrat, war die Reaktivitat
in Bezug auf Mfp-basierte Sequenzen, wie die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Desig-
ner-Proteine: DP1A/B-Variante, DP2, sowie die adhasiven Einzelblocke Mefp-3 und Mgfp-3
(Tabelle 3-1, S. 51 und Abb. 3-1, S. 51). Bislang konnte eine Hydroxylierung Peptid-gebunde-
ner Tyr zu DOPA flir keine Tyrosinase photometrisch in Echtzeit nachgewiesen werden. Auch
in der vorgelegten Arbeit konnten sowohl fiir Hise-mTyr als auch fir die Pilz-Tyrosinase unter
den getesteten Bedingungen keine verlasslichen Daten generiert werden (Daten nicht ge-
zeigt). Daher wird in der Literatur zur in vitro Modifikation Mfp-basierter Sequenzen mittels
Tyrosinase in der Regel eine Reaktionszeit von 3 — 6 h angegeben [Brennan et al., 2017;
Hwang et al., 2005; Yang et al., 2013]. Perspektivisch ware eine zeitaufgeldéste Analyse der
Tyrosinase-Reaktion zur Untersuchung der Reaktivitat gegentiber Mfp-basierter Sequenzen
vom grofden Interesse. Dabei kdnnte die Reaktion zu verschiedenen Zeiten gestoppt werden
und die Hydroxylierungen im Zielprotein diskontinuierlich z.B. mittels massenspektrometri-
scher Analysen nachgewiesen werden.

Wie haufig in der Literatur beschrieben, wurde auch in der vorliegenden Arbeit zunachst das
qualitative NBT-Verfahren zum Nachweis von DOPA (Kap.2.2.6.4.2, S. 46) verwendet
[Axambayeva et al., 2018; Choi et al., 2012; Wang und Scheibel, 2018a; Yang et al., 2014a;
Yang et al., 2014c]. Dadurch konnte im Allgemeinen eine Aussage Uber den Erfolg der Hyd-
roxylierung Peptid-gebundener Tyr zu DOPA in den DP getroffen werden. Zur detaillierteren
Analyse sind jedoch aufwendigere Nachweisverfahren notwendig. In der Literatur wurde
DOPA bisher mittels MALDI-MS [Brennan et al., 2017; Hwang et al., 2005; Hwang et al., 2004;
Kim et al., 2018] oder nach saurer Hydrolyse und anschlieliender Aminosaureanalyse mittels
HPLC [Choi et al., 2015; Kim et al., 2021] quantitativ bestimmt (Tabelle 4-2, S. 130). Fir syn-
thetische Di- oder Tripeptide wurde fir den Umsatz mit Pilz-Tyrosinase eine Ausbeute von 60
— 88 % erreicht [Marumo und Waite, 1986]. In einem Mfp-basierten Protein konnten lediglich
30 — 35 % DOPA nachgewiesen werden (Pilz-Tyrosinase, Sigma) [Cha et al., 2009; Hwang et
al., 2007]. Trotz der Unterschiede zu den natirlichen Hydroxylierungsmustern und des zum
Teil niedrigen Hydroxylierungsgrades wurde die Pilz-Tyrosinase bislang als Standardenzym
zur Modifikation Mfp-basierter Sequenzen eingesetzt. Dennoch ist bei der Verwendung der
kommerziellen Tyrosinase deren Reinheitsgrad zu beachten. In Studien wurden verschiedene
kommerzielle Tyrosinaseprodukte untersucht und in fast allen Proben Aktivitaten von
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Cellulase, Chitinase, Laccase, Mannase, p-Glucosidase, $-Galactosidase, B-Xylosidase und
Xylanase neben der Tyrosinase-Aktivitat gefunden [Flurkey et al., 2008; Rescigno et al., 2007].
Auch das Produkt von Sigma enthalt ein nicht homogen gereinigtes Enzym und die enthalte-
nen Verunreinigungen kdnnen die spezifische Aktivitat der Tyrosinase in den Experimenten
beeinflussen.

In der vorliegenden Arbeit wurde rekombinant produzierte Hise-mTyr zur Modifikation der DP
eingesetzt. Die Hydroxylierung wurde mittels MALDI-MS der intakten Proteine analysiert. Aus
den Ergebnissen geht hervor, dass Hise-mTyr die Peptid-gebundenen Tyr in den Mfp-3-Se-
quenzen in verschiedenem Mall hydroxyliert (Mefp-3: Abb. 3-11, S. 67; DP1A: Abb. 3-18,
S. 82; DP2: Abb. 3-22, S. 89). Dadurch entsteht fiir alle DP ein Gemisch hochgradig hydroxy-
lierter Proteinvarianten. Fir l6sliches Mefp-3, welches zehn Tyr enthalt (Abb. 3-10, S. 66),
konnten beispielsweise Spezies mit einer Anzahl von 1 — 10 eingefligten OH-Gruppen nach-
gewiesen werden (Abb. 3-11 B). Durch Verwendung der Hise-mTyr flir die Modifikation der DP
in Anwesenheit von Borat ist davon auszugehen, dass das Enzym favorisiert Tyr anstelle von
DOPA erkennt und hydroxyliert [Kan et al., 2014]. Mit der in der vorliegenden Arbeit rekombi-
nant hergestellten Hise-mTyr konnte somit erstmals ein Hydroxylierungsgrad eines Mefp-3-
Proteinspezies von 100 % detektiert werden (Tabelle 4-2, S. 130). Im Vergleich mit der Litera-
tur wurden 53 % eines Mfp-basierten Decapeptides mittels der Hiss-mTyr modifiziert [Do et al.,
2017]. Dieses Ergebnis zeigt den Vorteil in der Nutzung mikrobieller Tyrosinasen zur Hydro-
xylierung Peptid-gebundener Tyr als Alternative zur klassischen Pilz-Tyrosinase von Sigma.
Darlber hinaus konnte mittels MALDI-MS das Vorhandensein von 3,4,5-Trihydroxyphenylala-
nin (TOPA) sowohl in der Probe ,mod. Mefp-3 (Pellet)* (Abb. 3-11 C, S. 67) als auch in der
DP1A-Variante (Abb. 3-18, S. 82 und Tabelle 3-7, S. 83) nachgewiesen werden. Bislang
wurde TOPA nur in einem synthetisch hergestellten Decapeptid (AKPSYHypHypTYK) nach
Inkubation mit einer Pilz-Tyrosinase mittels MALDI-MS detektiert [Burzio und Waite, 2002]. In
der vorliegenden Arbeit wurde flir die Hise-mTyr aus V. spinosum erstmalig die Reaktivitat
Peptid-gebundener Tyr zu TOPA nachgewiesen. Die exakte Position von TOPA in der Po-
lypeptidkette der DP konnte nicht eindeutig bestimmt werden. Daflir missten die unterschied-
lich hydroxylierten Proteinspezies zunachst chromatografisch getrennt und anschlieRend
durch Spontan-Fragmentierung (engl. in-source decay, ISD) mittels MALDI-MS analysiert wer-
den. Durch die zum Teil sehr geringen Mengen bestimmter Proteinspezies eines Hydroxylie-
rungsgrades, waren die Resultate der Analysen bislang nicht verlasslich. Der Einfluss von
TOPA auf die Bindemitteleigenschaften ist bisher nicht vollstandig geklart und wird in der Lite-
ratur kontrovers diskutiert. Einige Studien lassen einen positiven Effekt der zusatzlichen Hyd-
roxylgruppe in TOPA auf die Materialeigenschaften von Biopolymeren vermuten [Cui und Liu,
2021; Silverman und Roberto, 2007]. Im Gegensatz dazu werden negative Effekte auf die Bin-
dung Mfp-enthaltener Sequenzen auf Oberflachen durch das Vorhandensein von TOPA be-
schrieben, da die zusatzliche OH-Gruppe die kohasiven Krafte verstarkt [Brennan et al., 2017;
Burzio und Waite, 2002; Taylor, 2002]. Weitere Literatur suggeriert, dass ein TOPA-
modifiziertes Biopolymer im Vergleich zum Catechol (DOPA) bessere Hydrogel-Eigenschaften
zeigt [Lee et al., 2021]. Dies ist ein Indiz fir verbesserte kohasive Krafte durch die zusatzliche
Hydroxylgruppe. In den vorgestellten Ergebnissen der vorliegenden Arbeit liegt mod. Mefp-3
nach der Hydroxylierungsreaktion mit Hiss-mTyr anteilig I6slich und unldslich (Pellet) vor. In
der Probe ,mod. Mefp-3 (Pellet)* wurden Spezies mit einem héheren Grad an Hydroxylierung
(>10 * 16 Da), und somit das wahrscheinliche Vorhandensein von TOPA detektiert (Abb.
3-11 C, S. 67). Der Nachweis von TOPA kann das verstarkte Koazervationsverhalten von
Mefp-3 erklaren. Je mehr DOPA sowie TOPA in Mefp-3 enthalten ist, desto starkere



4 Diskussion 127

intermolekulare Interaktionen sind mdglich, die zur Aggregation fihren. Mod. Mefp-3 aus der
Pelletfraktion konnte anteilig in 50 % HAc resolubilisiert werden (Daten nicht gezeigt). Dem-
nach ware eine sukzessive Gewinnung der stark hydroxylierten Mefp-3 Spezies durch wieder-
holtes Resolubilisieren des Pellets in 50 % HAc denkbar. Des Weiteren musste der Einfluss
von TOPA auf die Adhasion durch weitere experimentelle Untersuchungen verifiziert werden.
Zunachst mussten die unterschiedlich hydroxylierten Proteinspezies in ausreichenden Men-
gen in einer praparativen HPLC gewonnen und materialwissenschaftlich untersucht werden.
Der Einfluss der Hydroxylierungsvarianten (1 — 10 OH-Reste in Mefp-3) auf die Adhéasion liel3e
sich anschlieRend u.a. mittels QCM-D analysieren.

4.2.2 In vivo Modifikation

Alternativ zum in vitro Ansatz gibt es weitere Systeme zur Produktion DOPA-enthaltener
Zielsequenzen. Dazu gehdren die in vivo Inkorporation von DOPA und die Proteinproduktion
in zellfreien Systemen (CFPS, engl. cell-free protein synthesis) zum Einbau nicht-natlrlicher
Aminosauren wie DOPA. Beide Methoden werden in den folgenden Abschnitten vorgestellt
und bewertet. Vorteil der in vivo Modifikation kann der co-translationale Einbau nicht-naturli-
cher Aminosauren (wie DOPA) sein, wodurch der zusatzliche Schritt einer in vitro Modifikation
des Zielproteins im Downstream-Prozess wegfallt. Zu den Nachteilen gehéren der Bedarf an
Tyr-armen Medien und/oder Tyr-auxotropher Wirte, reduziertes Zellwachstum durch den Ein-
bau nicht-natirlicher AS in alle translatierten Wirtsproteine, als auch die Notwendigkeit einer
entsprechenden tRNA-Synthetase flr die effiziente Inkorporation von DOPA in das Zielprotein.
In der Literatur wurde der co-translationale Einbau von DOPA bereits erfolgreich fir rekombi-
nantes Mgfp-3 gezeigt [Kim et al., 2021; Yang et al., 2014a; Yang et al., 2016]. Wahrend der
Kultivierung wird anstelle von Tyr zugefiigtes DOPA an die tRNA™" mittels der E. coli Tyrosyl-
tRNA Synthetase (TyrRS) gebunden und so in Tyr-enthaltene Zielproteinsequenzen wie in
Mgfp-3 eingebaut. Eine zusatzliche enzymatische Hydroxylierung der Tyr zu DOPA innerhalb
der Polypeptidkette nach Reinigung des Zielproteins ist demnach nicht notwendig. Die Pro-
duktion erfolgte in 0,4 L SK-Mafistab und es wurden insgesamt 3 — 5 mg/Lkutr mod. Mgfp-3
gewonnen [Yang et al., 2014a]. Mittels saurer Hydrolyse konnte ein DOPA-Gehalt von 94 %
in Mgfp-3 nachgewiesen werden. Dies ist der hdchste Hydroxylierungsgrad rekombinant her-
gestellter Mfp-basierter Proteinsequenzen, der bislang in der Literatur beschrieben ist und
zeigt den groten Vorteil des in vivo Ansatzes.

In der vorliegenden Arbeit wurde der co-translationale Einbau von DOPA nach den Literatur-
angaben fur die Produktion von Hiss-SUMO-Mefp-3 untersucht. Jedoch waren die Ausbeuten
an modifiziertem Zielprotein auch nach Optimierung der Kultivierungsbedingungen so gering,
dass nur Spuren im Western-Blot und NBT-Blot (qualitativer Nachweis von DOPA) nachweis-
bar waren (Daten nicht gezeigt). Als Begrindung der geringen Proteinsynthese kann die ge-
ringere Effizienz bei dem in vivo Einbau nicht-natirlicher AS wie DOPA durch die Aminoacyl-
tRNA-Synthetase genannt werden. Flr die in vivo Inkorporation von DOPA in Hisg-SUMO-
Mefp-3 wurde der gleiche Produktionsstamm (E. coli JW2581.1) und die experimentellen Be-
dingungen nach Literaturangaben verwendet [Yang et al., 2014a], sodass das Ergebnis uner-
wartet war. Die genaue Ursache der geringen Proteinsynthese wurde nicht weiterfihrend un-
tersucht.

Alternativ zum in vivo Einbau artifizieller AS in rekombinante Proteine kann die Proteinproduk-
tion in zellfreien Systemen (CFPS) untersucht werden. Nach Literatur kann die CFPS eine
Technologie fur eine effiziente Proteinproduktion so genannter "schwer zu exprimierender"”
Proteine sein, deren Synthese in konventionellen in vivo Proteinproduktionsplattformen eine
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Herausforderung darstellt [Thoring et al., 2017; Whittaker, 2013]. Mit diesen Systemen kénnen
darlber hinaus die Limitierungen der E. coli tRNA Synthetasen beim Einbau nicht-naturlicher
AS umgangen werden, indem gereinigte oder optimierte tRNA Synthetasen zum System hinzu
gegeben werden. Nachteile dieser Technologie stellen jedoch eine relativ niedrige Proteinaus-
beute im Vergleich zu klassischen Expressionssystemen, eine kostspielige Extraktaufberei-
tung beim Arbeiten mit gereinigten Synthesekomponenten und in der Regel kleine Reaktions-
volumina dar [Zemella et al., 2015]. In der Literatur wurde bereits der Einbau von DOPA in
einem zellfreien E. coli-basierten Transkriptions- und Translationssystem untersucht [Ozawa
et al., 2005]. Die E. coli TyrRS, die fur die Beladung der tRNA mit Tyr oder DOPA zur Verfi-
gung steht, besitzt folgende Ku-Werte: Ky (DOPA) = 1,4 mM; Ku (Tyr) = 6 uM [Calendar und
Berg, 1966; Hogenauer et al., 1978]. Trotz des 200-fach héheren Ku-Wertes fur DOPA, konn-
ten Ozawa und Kollegen zeigen, dass die gereinigte E. coli TyrRS in der Lage ist, die tRNA
effizient mit DOPA in vitro zu beladen und DOPA in vier unterschiedliche Proteine einzubauen:
Peptidyl-prolyl Isomerase (PpiB) aus E. coli, humanes Cyclophilin A (hCypA), E. coli Flavoha-
moglobin (HMP) und GFP aus Aequorea victoria.

Erganzend zu den gezeigten Ergebnissen zur klassischen rekombinanten Produktion in der
vorliegenden Arbeit wurde auch der zellfreie Ansatz fir die Synthese von DP1A untersucht
und erste Grundlagen fir diese Methode geschaffen. Diese Versuche zeigten neben der Ziel-
proteinbande auch Fragmente mit geringerem Molekulargewicht im Western-Blot (Abb. 8-33,
S. 194). Diese Fragmente lielen zunachst auf einen Translationsabbruch schlieen. Die Zu-
gabe von zusatzlichen tRNAs und AS konnte die Fragmentierung von DP1A minimieren, aber
nicht verhindern, so dass ein Translationsabbruch nicht die einzige Ursache sein konnte. Ba-
sierend auf diesen Ergebnissen war zudem von einem proteolytischen Abbau auszugehen.
Zur Prufung dieser Hypothese war ein Wechsel von einem E. coli-basierten zu einem eukary-
otischen Zelllysat sinnvoll. Vergleichend erfolgte die Synthese im prokaryotischen System
E. coli als auch im eukaryotischen System in Insektenzelllysaten aus Spodoptera frugiperda
(Sf21). Diese Analysen wurden freundicherweise von Frau Doreen Wistenhagen am Fraun-
hofer 1ZI-BB (Abteilung Dr. Kubick) durchgefihrt. Im Gegensatz zum E. coli System waren
nach Expression im eukaryotischen Sf21-System keine Fragmente des Zielproteins nachweis-
bar (Abb. 8-34, S. 194). Diese Resultate unterstitzen die Vermutung, dass DP1A im prokary-
otischen System proteolytisch abgebaut wird. Bei der Synthese von DP1A im Sf21-System
waren die Proteinausbeuten mit ca. 3 ug/mL gering. Fur die geplante Anwendung im materi-
alwissenschaftlichen Bereich (QCM-D und Zug-Scher-Versuche) war dies nicht ausreichend.
Eine Optimierung durch Anpassung der Reaktionstemperatur sowie Dauer der Synthese
konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht umgesetzt werden. Um klnftig hdhere Pro-
teinausbeuten zu erhalten, bietet sich zudem das ,,Continuous-Exchange Cell-Free* (CECF)
Verfahren an. Damit konnten bereits Proteinausbeuten eines globuléaren Proteins (EGFR-
eYFP, MW: 160 kDa) bis zu 1 g/L erreicht werden [Thoring et al., 2017].

4.2.3 Co-Expression von Tyrosinasen und Mfp-Sequenzen

Ein weiterer Ansatz ist die Co-Expression einer Tyrosinase und einem Mfp-basierten Zielpro-
tein. Der Prozessschritt der in vitro Modifikation zur Gewinnung DOPA-enthaltener Proteine
entfallt. Die parallele Synthese von Zielprotein und Enzym kann demnach die Prozesszeit ver-
kirzen. Allerdings kann durch die Co-Expression das Zellwachstum und Zellvitalitat durch die
Anreicherung modifizierter Proteine beeintrachtigt werden. Nachteilig sind die daraus resultie-
renden langeren Kultivierungszeiten. Des Weiteren kann bei der Hydroxylierungsreaktion in
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der Zelle die unerwiinschte Nebenreaktion zum Dopachinon und/oder zu TOPA nicht beein-
flusst werden.

In der Literatur wurde die Co-Expression von dem Fusionsprotein fp-151 mit Tyrosinase aus
Streptomyces antibiocus (TyrSa) bereits erfolgreich gezeigt [Choi et al., 2012]. Die Wissen-
schaftler konnten im Vergleich zu in vitro modifiziertem fp-151 fUr das in vivo modifizierte Pro-
tein eine um das Vierfache erhéhte Zug-Scherkraft (0,8 und 3 MPa) im Materialtest mit Alumi-
nium als Fugeteil zeigen. Allerdings erfolgte der Nachweis der Hydroxylierung mittels MALDI-
MS nur im fp-1 Teil des Fusionsproteins (ein von zwei Tyr lag hydroxyliert vor) und es lassen
sich keine Rickschllisse auf den Hydroxylierungsgrad im Gesamtprotein fp-151 ziehen. In ei-
ner aktuellen Studie von Yao und Kollegen aus dem Jahr 2022 konnte fp-3B aus M. gallopro-
vincialis (Mgfp-3B) erfolgreich mit drei unterschiedlichen mikrobiellen Tyrosinasen in E. coli
co-exprimiert werden [Yao et al., 2022]. Die in vivo Modifikation fiihrte mit den drei getesteten
Tyrosinasen zu erhéhter Zug-Scher-Kraft mit Aluminium als Material. Das beste Ergebnis lie-
ferte die Kombination mit Co-Expression der mTyr aus V. spinosum mit 0.26 MPa im Gegen-
satz zu 0.09 MPa, gemessen flir das unmodifizierte Mgfp-3B. 87 mg/L modifiziertes Mgfp-3B
mit einem Hydroxylierungsgrad von 57,2 % wurden gewonnen (Tabelle 4-2, S. 130). Folglich
wurden durchschnittlich ca. sechs von elf Positionen hydroxyliert. Die in vivo Modifikation ist
basierend auf der aktuellen Literatur eine gute Methodik zur Gewinnung DOPA-modifizierter
Proteine fir Biomaterialien. Der in der vorliegenden Arbeit genutzte und optimierte in vitro An-
satz bietet jedoch zwei entscheidende Vorteile fur die Anwendung: 1) der erreichte Hydroxy-
lierungsgrad in den Zielproteinen ist héher und 2) die Reaktionsbedingungen sind kontrollier-
bar und ermdglichen fir zuklinftige Biomaterialien bedarfsorientierte Anpassungen.
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Tabelle 4-2 Ubersicht zum Einsatz der Pilz-Tyrosinase und der mikrobiellen Tyrosinase zur Hydroxylierung Mfp-basierter Proteine und Peptide.

Mfp oder Mfp- Tyr Enzym Hydroxy- Nachweis Erlauterungen Literatur
basiertes Peptid lierung von TOPA
fp-1 Decapeptid 2 muTyr 40 %* n.a. Bestimmung mittels Aminosaure Hydrolyse, [Marumo und
Erste zeitaufgeldste Messung der Hydroxylierung ohne Betrachtung Waite, 1986]
der Hydroxylierungs-Position:
20 min = 20 % DOPA; 60 min > 30 % DOPA; 150 min - 40 % DOPA
fp-1 Decapeptid 2 muTyr 15 %* n.a. Bestimmung mittels Aminosaure Hydrolyse ohne Betrachtung der Hyd-  [Burzio und
roxylierungs-Position Waite, 2000]
fp-1 Decapeptid 2 muTyr 2-3* ja Erste zeitaufgeloste Messung der Hydroxylierung mit Bestimmung der  [Burzio und
Position: Waite, 2002]
1. Tyre > DOPA
2. Tyrs > DOPA
3. DOPA9 > TOPA
Nachweis von TOPA mittels Aminosaure Hydrolyse, Edman-Sequen-
zierung & MS
fp-151 43 muTyr 30 - 35 %* n.a. Bestimmung mittels MALDI-MS, Keine Bestimmung der Hydroxylie- [Cha et al., 2009]
rungs-Position (Keine Aussage zu TOPA)
fp-151 43 Hise-mTyr 53 %* n.a. Bestimmung mittels Aminosaure Hydrolyse ohne Betrachtung der Hyd- [Do et al., 2017]
roxylierungs-Position (Keine Aussage zu TOPA)
Mgfp-3B 11 mTyr 57,2 %* n.a. Co-Expression von Mgfp-3 und mTyr (in vivo hydroxylation) [Yao et al., 2022]
(6 von 11) Bestimmung mittels MALDI-MS und Saure-Borat-Differenzspektrosko-
pie'
Mefp-3 10 Hise-mTyr 1-12* ja Gemisch hochgradig hydroxylierter Proteinspezies (1 — 10 OH- Vorliegende Ar-
Gruppen), Detektion von TOPA und Betrachtung der Hydroxylierungs-  beit
Positionen durch ISD/T3-Sequenzierung Abb. 3-11, S. 67
DP1A-Variante 4  Hise-mTyr 4 - 5* ja Detektion von TOPA und Betrachtung der Hydroxylierungs-Positionen ~ Abb. 3-18, S. 82
durch ISD/T3-Sequenzierung
DP2 25 Hise-mTyr 51-52 n.a. Bestimmung mittels MALDI-MS, ISD/T3-Sequenzierung nicht mdglich Abb. 3-22, S. 89

130

Decapeptid = AKPSYPPTYK, muTyr = Pilz-Tyrosinase (engl. mushroom), Hise-mTyr = mikrobielle Tyrosinase. *Hydroxylierungsgrad (Ohne Betrachtung der Aus-
bildung von TOPA) = Wie viel Prozent der Tyr liegen hydroxyliert vor, **Hydroxylierungen = Anzahl der eingefiigten OH-Gruppen, unabhangig von der Bildung an

DOPA oder TOPA, n.a. — nicht angegeben/bestimmt. '[Waite und Benedict, 1984]
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4.3 Materialwissenschaftliche Untersuchungen

4.3.1 Thermodynamische Untersuchungen zur temperaturabhangi-
gen Strukturanderung der Designer-Proteine

Fur die geplanten Anwendungen als Proteinkleber waren thermodynamische Untersuchungen
der Designer-Proteine erforderlich, um Aussagen zu temperaturabhangigen strukturellen Ver-
anderungen zu treffen. Bislang wurden Mfp und Mfp-Fusionsproteine mittels Circulardichrois-
mus (CD) [Hwang und Waite, 2012], Surface-Force-Apparatur (engl. surface force apparatus,
SFA) [Yu et al., 2011b] und Summenfrequenzspektroskopie (engl. sum frequency generation,
SFG) [Even et al., 2008] analysiert. In der vorliegenden Arbeit wurden die Designer-Proteine
mittels nanoDSF (engl. differential scanning fluorimetry) untersucht (Kap. 3.3.1, S. 91), da bei
dieser Methode die Verschiebung der intrinsischen Trp- als auch Tyr-Fluoreszenz beim Ent-
falten gemessen werden kann. Basierend darauf kdnnen Aussagen zu temperaturabhangigen
strukturellen Veranderungen getroffen und die sequenzspezifischen Temperaturiibergange
(Tt) bestimmt werden. Ein Einfluss der Hydroxylierung am Tyr in der Polypeptidkette zu DOPA
kann somit direkt Uber die veranderte Fluoreszenz gemessen werden. Das nanoDSF-Gerat
bietet den Vorteil einer schnellen und robusten Analyse flir eine umfangreiche funktionelle
Charakterisierung des zu untersuchenden Proteins zu Proteinstabilitat, Aggregationsverhalten
und den Ubergangstemperaturen (T;). Im Gegensatz zu CD sind fiir die Messungen nur sehr
kleine Probenvolumen notwendig [Chattopadhyay und Varadarajan, 2019].

Bislang existieren keine DSF-Daten in der Literatur zu Mfp-basierten Proteinsequenzen. Aus
den Messungen der vorliegenden Arbeit liefien sich flir Mefp-3 und Mgfp-3 keine Temperatu-
rubergange im Gradienten von 15 — 95 °C bestimmen. Zudem zeigten die Proteine keine Ag-
gregation Uber den gemessenen Temperaturbereich. Insgesamt konnte durch die Analyse ge-
zeigt werden, dass die Mfp-3 wenig strukturiert vorliegen und folglich kaum eine konformatio-
nelle Anderung im Temperaturgradienten stattfindet (Kap. 8.2, Mefp-3: Abb. 8-21, S. 185;
Mgfp-3: Abb. 8-22, S. 186). Wahrend der reversen Temperaturrampe wurde die Ausgangsflu-
oreszenz wieder erreicht (Fluoreszenzswt = Fluoreszenzende), was bestatigte, dass die Tem-
peraturanderung kaum Einfluss auf die Mfp-3 hat. Auch in der Literatur werden Mfp allgemein
als kleine, relativ unstrukturierte Proteine beschrieben [Forooshani et al., 2017; Waite, 2017].
Aufgrund der Aminosaurezusammensetzung und des hohen Gly-Gehalts sind Mfp nach em-
pirischen Vorhersagemodellen zur Sekundarstruktur [Chou und Fasman, 1978] sehr flexible
Proteine. Mittels CD wurde die Struktur von Mfp-1 (aus M. californianus), Mfp-2 und Mfp-3 (aus
M. edulis) untersucht und alle drei Proteine zeigten eine extended coil Struktur in Lésung
[Hwang und Waite, 2012]. Von den getesteten Proteinen war Mefp-3 das am wenigsten struk-
turierte mit einem kleinen Anteil an helikalen Bereichen. Es wird postuliert, dass die vorherr-
schende random coil-Struktur in Mefp-3 dem Protein, und folglich der Muschel, erméglicht un-
ter verschiedenen Bedingungen im Milieu an diverse Oberflachen zu binden und dabei seine
Konformation anzupassen. Diese Eigenschaft sollte in den DP vorteilhaft bei der Wechselwir-
kung mit der Zieloberflache (SiO2) nutzbar gemacht werden. Eine Oberflachen-abhangige
Strukturanderung von Mefp-3 mittels SFG konnte von Even und Kollegen nachgewiesen wer-
den [Even et al., 2008]. Die Studien zeigten, dass Mefp-3 an hydrophilen Polymeroberflachen
eine mehr oder weniger zufallige Struktur fir hydrophobe Seitenketten und Sekundarstruktu-
ren einnimmt. Auf hydrophoben Oberflachen wurden starke SFG-Signale detektiert, was auf
eine geordnete Adsorption hinweist. Somit wurde gezeigt, dass Mefp-3 an verschiedenen
Grenzflachen unterschiedliche Konformationen annimmt.
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Darlber hinaus war die Untersuchung der hydroxylierten Mfp-3 Proteine und der Einfluss auf
die strukturellen Eigenschaften von Interesse. In den nanoDSF Analysen, zeigte die DOPA-
Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr in Mefp-3 und Mgfp-3 nur geringe Anderungen in den
Fluoreszenzeigenschaften. Demzufolge scheint die Hydroxylierung in den Mfp-3 keinen star-
ken Einfluss auf intramolekulare Interaktionen unter Temperaturanderung zu haben. In einer
Studie von Yu und Kollegen wurde bereits die strukturelle Anderung von nativen Mefp-3 wah-
rend der Adhasion an Mica-Oberflachen sowie der Einfluss der post-translationalen Modifika-
tion der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA in Mefp-3 und deren weitere Oxidation zu Dopachi-
non mittels SFA analysiert [Yu et al., 2011b]. Zunachst zeigte Mefp-3 die bekannte random
coil-Struktur, jedoch nach Reaktion der Tyr ilber DOPA zu Dopachinon verlor das Protein seine
konformationelle Flexibilitdt und zeigte eine reduzierte optische Aktivitat. Durch die zusatzliche
Modifikation gehen die Forscher von einer eingeschrankten Flexibilitdt im Proteinrtckrat aus.
Die weitere Oxidation zu Dopachinon flihrte zu einer geringeren Bindung von Mefp-3 an Mica
durch die lokalen Konfigurationsbeschrankungen (Mefp-3pora = 12 mN/m, Mefp-3popachinon =
1,5 mN/m). In der vorgelegten Arbeit wurde die Folgerektion von DOPA zu Dopachinon durch
die Zugabe von Ascorbinsaure und Borat zum Puffer verhindert, um die maximalen Bindeei-
genschaften zu gewahrleisten. Daher ist ein Vergleich mit den Resultaten aus der Arbeit von
[Yu et al., 2011b] schwierig, da die strukturelle Anderung von Tyr zu DOPA in den Mfp nicht
separat untersucht wurde. Dennoch ist von einer strukturellen Konformationsanderung auf-
grund der zuséatzlichen Hydroxylgruppen in der Polypeptidkette auszugehen.

Neben den Mfp-Einzeldomanen wurden in der vorliegenden Arbeit die Proteinstabilitdt, das
Aggregationsverhalten sowie die Ubergangstemperaturen (T:) fir DP1A/B und DP2 unter-
sucht. Diese enthalten neben dem Mfp-3-Block ELP-basierte Proteinsequenzen (Abb. 3-1,
S. 51). ELP zeichnen sich durch einen sequenzspezifischen reversiblen Temperaturiibergang
bei T; aus [Girotti et al., 2004]. Durch den Strukturiibergang werden die hydrophoben Interak-
tionen verstarkt und es kommt zur Agglomeration der Polypeptidketten. Dieses Verhalten fir
ELP wird zur Reinigung mittels /nverse ftransition cycling (ITC) genutzt [Luan et al., 1991;
McPherson et al., 1996; Meyer und Chilkoti, 2002; Meyer und Chilkoti, 2004; Schipperus et
al., 2012; Urry et al., 1985]. Fir die Reinigung von DP1A/B und DP2 mittels ITC war die Be-
stimmung von T; Gber nanoDSF von Interesse. Die ELP-Sequenz in DP1A/B liegt der Arbeit
von Desai und Kollegen zugrunde [Desai et al., 2016]. Die Forscher konnten mittels Tribungs-
messungen am Photometer (bei 600 nm) zeigen, dass sich Ti mit einer héheren Anzahl an
Pentapeptid-repeats (VPGVG), verringert: (n =50/ Ti=40°C) > (n=75/Ti=34°C) > (n =
100/ T = 31 °C), die ELP lagen dabei in PBS vor. In DP1A/B wurde ein 75-facher repeat
eingebaut. In der vorliegenden Arbeit wurden im Durchschnitt mittels nanoDSF ahnliche T
(DP1A-Variante = 23,97 °C, DP1B-Variante = 25,07 °C) in der Heizphase bestimmt (Tabelle
3-10, S. 96). Allerdings ist beim Vergleich mit [Desai et al., 2016] zu bertcksichtigen, dass
DP1A/B in einem Puffer fiir das ITC (Tabelle 2-14, S. 38) vorlagen. Dieser besitzt eine héhere
lonenstarke und dadurch wird der Ubergang zu einer geringeren T: verschoben. Zusétzlich
wird der zentrale ELP-Block in den DP1 von Mfp-3-Sequenzanteilen flankiert (Abb. 3-1, S. 51
und Abb. 3-16, S. 79) und kann somit die Faltungsprozesse im Temperaturgradienten beein-
flussen. Dieses Verhalten ist bereits in der Literatur wie folgt beschrieben. Trabbic-Carlson und
Kollegen zeigten den Effekt flir sechs verschiedene Fusionsproteine auf T des ELP (T =
48 °C) [Trabbic-Carlson et al., 2004]. Dabei wurde eine negative Korrelation zwischen T; und
dem Anteil der hydrophoben Oberflache des fusionierten Partners beobachtet. Beispielsweise
senkte die Fusion von ELP mit CAT (Chloramphenicol Acetyltransferase) T: signifikant auf
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36 °C. Dem gegentber steht die Fusion von ELP mit GFP (engl. Green fuorescent protein),
welches eine relativ hydrophile Oberflache besitzt. In den Trilbungsmessungen am Photome-
ter (bei 350 nm) zeigte diese Fusion eine hohere T:(52 °C). In einer weiteren Studie von Park
und Kollegen konnte neben dem Einfluss der ELP-Lange (je langer ELP desto niedriger T),
der Einfluss der Trx (Thioredoxin)-Fusion aufgrund der Hydrophobizitat bestatigt werden [Park
und Won, 2009]. Trx ist etwas hydrophiler als das untersuchte ELP. Da die hydrophobe Wech-
selwirkung beim ELP-Phasenlibergang die treibende Kraft ist, scheint die ELP-Aggregation
durch Trx beeinflusst zu werden. Dennoch zeigte Trx keinen starken Einfluss auf die Anderung
von T (ELP: 16 °C; Trx-ELP: 18 °C), da die Molekulare Masse von Trx (11,81 kDa) relativ klein
ist.

Daruber hinaus wurde in der vorgelegten Arbeit der Einfluss der DOPA-Modifikation in den DP
auf struktureller Ebene mittels nanoDSF analysiert (Kap. 3.3.1, S. 91). Bislang wurde die Hyd-
roxylierung Peptid-gebundener Tyr zu DOPA in der Form noch nicht untersucht und lieferte
interessante Einblicke in das Faltungsverhalten ELP-basierter Proteine. Fir die DP1A-
Variante konnte eine deutliche Verschiebung von T:(+ 7,7 °C) aufgrund der Modifikation ge-
zeigt werden (Tabelle 3-10, S. 96). Demzufolge beeinflusst die Modifikation von Tyr zu DOPA
die Faltung (ELP-Ubergang). Des Weiteren zeigten die Messungen der Lichtstreuung, dass
die Agglomeration der modifizierten DP1A-Variante 7,1 °C spater einsetzte. In der eingangs
vorgestellten Studie von [Yu et al., 2011b] wurde ebenfalls durch die DOPA-Modifikation eine
eingeschrankten Flexibilitat im Rickgrat von Mfp gezeigt. Auch die Schlussfolgerung von [Park
und Won, 2009] wurde durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigt, dass die Hyd-
rophobizitat der Fusionspartner einen Einfluss auf die Ti von ELP hat. Durch die zusatzlichen
OH-Gruppen in den modifizierten DP sind die Proteinanteile hydrophiler und erhéhen das T
der ELP-Fusion. Im Gegensatz zu den Resultaten der DP1A-Variante wurde fiir die DP1B-
Variante weder fUr Ttnoch den Beginn der Agglomeration ein verandertes Verhalten im Ver-
gleich zur nicht-mod. Variante beobachtet. Grund hierfiir kann die enzymatische Umwandlung
der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA mittels Hise-mTyr sein. Wie bereits in Kap. 4.2 (S. 123)
diskutiert, entsteht bei der Reaktion ein Proteingemisch mit einer unterschiedlichen Anzahl an
Hydroxylierungen. Im Fall der mod. DP1B-Variante besteht die Annahme, dass die untersuch-
ten Proteinchargen kaum hydroxyliert wurden. Basierend auf dem Aminosauresequenz beider
DP1 (Abb. 3-24, S: 93) war nicht von einem unterschiedlichen Verhalten in der temperaturab-
hangigen Strukturanderung auszugehen.

Die Untersuchung von DP2, bestehend aus Mefp-3 als adhasiven und TE als kohasiven Block
(Tabelle 3-1, S. 51), war ebenfalls fiir die Reinigung mittels ITC von Interesse. Bislang sind
keine Daten zur Untersuchung von TE und TE-basierten Sequenzen mittels nanoDSF in der
Literatur beschrieben. Im Allgemeinen sind strukturelle Informationen zu TE auf einzelne Ab-
schnitte in der Polypeptidkette oder der Domanen begrenzt [Ozsvar et al., 2021; Tarakanova
et al., 2019]. TE enthalt Konformationen wie Poly-Pro-lI-Helix (PPIl) und B-turns, deren Stabi-
litat stark vom Milieu abhangt [Tamburro et al., 2003]. In Lésung kann TE entweder in einer
globularen oder in einer gestreckten Polypeptidkette vorliegen und zeigt damit einen hohen
Grad an Flexibilitat [Wise und Weiss, 2009], die fur dessen Funktionalitat in vivo unabdingbar
ist (Kap. 1.4.2.1, S. 20). AusschlieRlich in den Poly-Ala-Doméanen sind Sekundarstrukturen wie
a-Helices vorhanden. Fir die Reinigung von DP2 mittels ITC (Kap. 3.2.4.2, S. 85) wurde in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls die Eigenschaft des reversiblen Temperaturiibergangs genutzt
und eine gezielte und effektive Reinigung aus einem E. coli Lysat erstmals gezeigt. In der
Literatur wurde bislang nur das Koazervationsverhalten von TE ohne weitere Nutzung unter-
sucht [Vrhovski und Weiss, 1998]. Bei der nanoDSF-Analyse von DP2 lie} sich jedoch kein
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detektierbarer Ubergang nachweisen. Demnach I&sst sich fiir dieses Protein mit dieser Me-
thode keine verlassliche Aussage zur strukturellen Anderung induziert durch Temperatur tref-
fen. Perspektivisch kdnnten andere Methoden wie CD genutzt werden.

Aus den Untersuchungen von hydroxylierten DP2 mittels nanoDSF (Kap. 8.2, Abb. 8-20,
S. 184) ist davon auszugehen, dass DOPA die intra- und intermolekularen Wechselwirkungen
im Protein verstarkt. Dieses Ergebnis ist jedoch aufgrund der geringen Sensitivitat sowie der
Probenbeschaffenheit (Proteingemisch, Abb. 3 33, S. 113, Spur 12) unter Vorbehalt zu be-
trachten. Dennoch war der Einfluss auf die temperaturinduzierte Strukturanderung und Ver-
schiebung von Tt in einen héheren Temperaturbereich deutlich. Neben den zehn Tyr im Mfp-3-
Block enthalt DP2 im TE-Block weitere fliinfzehn Tyr (Tabelle 3-1, S. 51). Aus diesem Grund
hat die Hydroxylierung der Tyr zu DOPA ebenfalls einen Effekt auf die Wechselwirkungen im
kohasiven Block in DP2. Dieser Zusammenhang ist auch fur die Nutzung als Bindemittel von
Vorteil, da durch die Modifikation zu DOPA die kohasiven Kréfte verstarkt werden. Die Modifi-
kation Peptid-gebundener Tyr zu DOPA und die anschlieRende Analyse mittels nanoDSF sind
bisher flr TE und TE-basierte Sequenzen nicht beschrieben.

4.3.2 Untersuchungen zum Adsorptionsverhalten der Designer-Pro-
teine an SiO2-Oberflachen mittels QCM-D

4.3.2.1 Festlegung der Versuchsparameter

Das Adsorptionsverhalten der Designer-Proteine (DP) an eine SiO,-Sensoroberflache wurde
in der vorgelegten Arbeit mittels QCM-D untersucht. Die Methode wurde bereits haufig zur
Untersuchung der Proteinadsorption von Muschelfuldproteinen [H60k et al., 2001; Hwang et
al., 2005; Hwang et al., 2004; Kim et al., 2018] und Mfp-basierter Sequenzen [Hwang et al.,
2007; Wilke und Borner, 2012] eingesetzt und schon kleinste Massenanderungen konnen in
Echtzeit bis in den Nanogramm-Bereich (ng/cm?) detektiert werden [Rodahl et al., 1997]. Eine
vergleichende Literaturiibersicht zu den QCM-Analysen Mfp-basierter Proteine ist in Tabelle
4-3 (S. 139) dargestellt. Die Resultate werden in Kap. 4.3.2.2 (S. 137) diskutiert. Allgemein
sind in der Literatur sehr unterschiedliche Angaben zum Versuchsaufbau sowie der Messpa-
rameter zu finden. In den friiheren Arbeiten von Hwang und Kollegen [Hwang et al., 2005;
Hwang et al., 2007; Hwang et al., 2004] erfolgte eine Trocknung der Mfp nach Probenauftra-
gung auf einen Goldsensor. Folglich wurde nicht das Adsorptionsverhalten wahrend der Pro-
teinapplikation untersucht, sondern nur die finale Frequenzanderung der getrockneten Probe.
Dieser Versuchsaufbau lasst keine Aussagen auf Adsorption- und Desorptionsprozesse in
Echtzeit zu und war somit flir die Untersuchungen der DP nicht geeignet. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Methodik nach [Petrone et al., 2015] ausgewahlt (Kap. 2.2.7.1, S. 48). Zur
Optimierung der Messbedingungen flr die Adsorption der DP an eine SiO2-Sensoroberflache
wurde zusatzlich der Einfluss verschiedener Parameter getestet: |) Proteinkonzentration
(Kap. 3.3.2.1, S.97), Il) Applikationszeit (Kap. 3.3.2.2, S.99) und Ill) Messtemperatur
(Kap. 3.3.2.3, S. 100). Diese Ergebnisse zeigten, dass die applizierte Proteinmenge, das Mi-
lieu, die Messzeit als auch die Dauer der Proteinapplikation einen groRen Einfluss auf die finale
Frequenzanderung (Af) haben kénnen. Aufgrund der Probenbeschaffenheit und des aulleren
Milieus sind einige Aspekte wahrend der Proteinapplikation zu beachten und sollen im Folgen-
den diskutiert werden.
) Proteinkonzentration
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In der Literatur wurde der Zusammenhang zwischen der aufgetragenen Proteinmenge und der
Frequenzanderung in QCM-D Messungen bereits fur unterschiedliche Proteine gezeigt: 19G
[Ogi et al., 2007], B-Casein [Lee et al., 2004], Fibrinogen [Hemmersam et al., 2005] und ELP
[Alvisi et al., 2021; Srokowski und Woodhouse, 2013]. In der vorliegenden Arbeit konnten
ebenfalls héhere Af mit steigender Proteinkonzentration der DP1A-Variante erzielt werden
(Abb. 3-26, S. 98). So wurde beispielsweise das héchste Af der Versuchsreihe mit 690,4 +
8,71 Hz fir eine Konzentration von 0,4 mg/mL bestimmt. Aufgrund der Proteineigenschaften
kam es jedoch unter den getesteten Bedingungen verstarkt zu intra- und intermolekularen
Wechselwirkungen und die Loslichkeit der DP1A-Variante nahm mit hdheren Konzentrationen
ab. Die Ausbildung von Proteinagglomeraten war bereits ab einer Konzentration von
0,2 mg/mL durch Tribung der Losung zu beobachten und konnte durch DLS-Messungen
(Kap. 8.2, Abb. 8-23 und Tabelle 8-9, S. 188) bestatigt werden. Diese Proteinagglomerate rie-
fen in den Frequenzplots eine starke transiente Frequenzabnahme hervor, welche jedoch nicht
die Proteinadsorption an die SiO2-Oberflache wiederspiegelt, sondern vielmehr eine tempo-
rare Ablagerung der Proteinaggregate auf dem Sensor (Kap. 3.3.2.1, S. 97). Trotz der héheren
finalen Af-Werte mit steigender Proteinkonzentration, sind diese Ergebnisse unter Vorbehalt
zu betrachten. Zudem stellt die Ausbildung von Proteinagglomeraten eine potenzielle Ursache
von Blockierungen der Pumpenschlauche im System dar. Die spezifische Interaktion zwischen
ELP-Polypeptiden und das Koazervationsverhalten sind neben den Pufferbedingungen auch
von der ELP Lange (héheres Molekulargewicht, MW) abhangig [Desai et al., 2016; Girotti et
al., 2004; Meyer und Chilkoti, 1999; Meyer und Chilkoti, 2004; Urry et al., 1985] (Kap. 1.4.2.1,
S. 20). Dies zeigt sich auch beim Vergleich von Literaturdaten. In den Arbeiten von [Alvisi et
al., 2021; Srokowski und Woodhouse, 2013] kam es bei hdheren Konzentrationen der ELP mit
einem MW von 1,2 — 20 kDa nicht zur Ausbildung von ELP-Proteinagglomeraten wahrend der
QCM-Messung. Hingegen wurden Aggregate eines ELP-RGD-Polymers (60,6 kDa) bei einer
Konzentration von 0,1 mg/mL in PBS mittels DLS gezeigt [Costa et al., 2009]. In der vorliegen-
den Arbeit wurde nach massenspektrometrischer Analyse ein MW der DP1A-Varinate von
34,8 kDa nachgewiesen (Abb. 3-18, S. 82). Demzufolge ist schon bei geringeren Konzentrati-
onen von starkeren Interkationen auszugehen. Um Proteinablagerungen der DP1A-Varinate
wahrend der QCM-D-Messungen zu vermeiden und verlassliche Daten zu generieren, wurde
in den Untersuchungen zur Proteinadsorption der DP in der vorgelegten Arbeit eine Protein-
konzentration von 0,1 mg/mL verwendet.
) Applikationszeit

Aus den Versuchen zur Applikationszeit (Kap. 3.3.2.2, S. 99) wurden zwei Phasen wahrend
der Proteinauftragung bestimmt. In der 1. Phase wird die SiO,-Sensoroberflache mit Protein
benetzt, wahrend in der 2. Phase bereits Proteinschichten (multilayer) durch die kohasiven
Eigenschaften des ELP-Blocks zwischen den Monomeren der DP1A-Variante ausgebildet
werden. Um den Einfluss einer verlangerten Applikationszeit auf das finale Af zu Uberprifen,
wurde die Frequenzanderung bis zu 30 min verfolgt (Abb. 3-27, S.100). Anhand der QCM-
Daten war die Ausbildung der Proteinschichten nach 30-minuGtiger Applikationszeit noch nicht
abgeschlossen. Jedoch wurden diese multilayer im darauffolgenden Waschschritt mit PBS un-
ter den getesteten Bedingungen wieder vollstandig geldst. Die finalen Af-Werte waren unab-
hangig von der Proteinapplikationszeit (10 oder 30 min) (Tabelle 3-12, S.100). Aus der Litera-
tur sind haufig keine zeitaufgeldsten Frequenzplots (QCM-D) fur Mfp-basierte Sequenzen ge-
zeigt und ein Zusammenhang zwischen Af und der Applikationszeit wurde bislang nicht im
Detail untersucht. Die QCM-Daten sind oft als Sdulendiagramm dargestellt und das Adsorpti-
onsverhalten wird nicht separat beschrieben. Die Arbeit von [Petrone et al.,, 2015] zeigt
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Frequenzplots in einem Zeitfenster von 7,5 min mit einer kurzen Applikationszeit von 2 min. In
den Untersuchungen von [Wilke und Bérner, 2012] zur Adsorption eines Mefp1-basierten Kon-
jugats (AKPSYPPTYK-Polyethylenoxid) auf eine Stahloberflache erfolgte die Probenauftra-
gung fur 90 min. Die Ausbildung eines stabilen Af war jedoch nach dieser Zeit noch nicht er-
reicht. Der Aspekt der Applikationsdauer wurde von den Forschern nicht weiter betrachtet. In
der hier vorgelegten Arbeit wurde gezeigt, dass das finale Af nach dem Waschschritt unab-
hangig von der Dauer der Proteinauftragung ist und folglich auf 10 min festgelegt werden
konnte.

Die aufgestellte Hypothese, dass sich bei DP1 die Proteinauftragung in zwei Phasen untertei-
len lasst und die finalen Af-Werte unabhangig von der Applikationsdauer sind, wurde auch
durch die Ergebnisse der Mfp-3 Einzeldomanen bestatigt. Ein stabiles Af war in den Untersu-
chungen von Mefp-3 und Mgfp-3 bereits nach 5 min Proteinapplikation erreicht (Abb. 8-29,
S. 191). Bei den Mfp-3 kam es unter den getesteten Bedingungen erwartungsgemal’ nicht zur
Ausbildung von Proteinschichten und nach max. 5 min war die Benetzung der SiO»-Sensor-
oberflache abgeschlossen. Dennoch wurde zur Vergleichbarkeit aller DP eine Applikationszeit
von 10 min festgelegt.

1)) Messtemperatur

Im Hinblick auf den thermoresponsiven ELP-Bock in der DP1A-Variante waren die QCM-
Untersuchungen zur Messtemperatur (Kap. 3.3.2.3, S. 100) von grof3em Interesse. Der ELP-
Block zeichnet sich durch einen reversiblen Temperaturibergang bei einer sequenzspezifi-
schen Ubergangstemperatur (T:) aus (Kap. 1.4.2.1, S. 20). In der vorgelegten Arbeit sollte
diese Eigenschaft sowohl fiir das Adsorptionsverhalten an eine Zieloberflache (SiOz), als auch
fir das Kohasionsverhalten zur Ausbildung von Proteinschichten untersucht werden. Neben
der Temperaturabhangigkeit der zu untersuchenden DP, ist auch der Einfluss der Messtem-
peratur auf den Quarz-Sensor zu beachten. Dieser Zusammenhang wurde bereits haufig in
der Literatur beschrieben [Lee et al., 2020; Walls und Gagnepain, 1992; Wessels et al., 2013].
AuRere Einflisse wie Temperatur, Druck und Feuchtigkeit beeinflussen die Oszillation des
Schwingquarzes, der zu einer Frequenzverschiebung fuhrt [Walls und Gagnepain, 1992]. Da
in der vorgelegten Arbeit ausschlief3lich die finalen Frequenzanderungen miteinander vergli-
chen wurden, ist dieser Aspekt vernachlassigbar. Insgesamt konnten im Durchschnitt ver-
gleichbare finale Af-Werte mit steigender Temperatur ermittelt werden (Tabelle 3-13, S. 102).
Jedoch unterscheiden sich die Frequenzplots im Verlauf der Proteinapplikation sowie des
Waschschritts fur die getesteten Temperaturen deutlich. Nach 10-mindtiger Probenauftragung
steigt Af im Verlauf der Messung mit zunehmender Temperatur auf folgende Maximalwerte:
Afisec ~ 245 Hz; Afzsec ~ 300 Hz; Afssec ~ 460 Hz (Abb. 3-28, S. 102). Die Begriindung liegt auch
hier in den intra- und intermolekularen Interaktionen durch den ELP-Teil in der DP1A-Variante.
Bereits im Probengefal® konnte bei 35 °C eine Triibung der Lésung durch die Ausbildung von
Aggregaten beobachtet werden. Dadurch kam es zu starken Schwankungen im Kurvenverlauf
der Frequenzplots (Abb. 3-28, S. 102, blau) und die Ergebnisse sind flir diese Temperatur
nicht aussagekraftig (Standardabweichung von £ 159,08 Hz). Neben der Ausbildung von Pro-
teinschichten kam es sehr wahrscheinlich zur Ablagerung von Proteinaggregaten auf den Sen-
sor, die leicht mit PBS abgespllt werden konnten. Ebenfalls konnte dieser Zusammenhang
mittels nanoDSF in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden (Kap. 3.3.1, Abb. 3-23 C, griine
Kurve, S. 92). Der Beginn der Agglomeration konnte durch die Zunahme der Lichtstreuung bei
23 °C nachgewiesen werden. Folglich liegt die DP1A-Variante bei 35 °C bereits agglomeriert
vor. Die Zuganglichkeit bzw. Flexibilitat zur optimalen Adsorption an der Sensoroberflache ist
nicht oder wenn eher zufallig gegeben. Dies zeigte sich auch in der hohen SD (236 + 159 Hz,
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Tabelle 3-14, S. 105). Als Ausblick und Optimierung des Versuchsaufbaus kénnte die Pro-
teinapplikation auf den SiO.-Sensor unterhalb von T; (~ 24 °C, Abb. 3-23, S. 92) stattfinden,
um die Ausbildung von Mikroaggregaten zu vermeiden. Anschlieend kdnnen die intra- und
intermolekularen Wechselwirkungen durch Erhdhung der Temperatur in der Messzelle auf
35 °C induziert werden. Dadurch wird zunachst die Adsorption an die SiO.-Oberflache bei T <
T: gewahrleistet (im |dealfall vollstdndige Benetzung des Sensors) und im Anschluss kommt
es erst durch die Temperaturerhohung zur Ausbildung von Proteinschichten. Zusatzlich konnte
eine Oberflachenanalyse der ausgebildeten Proteinschichten mittels AFM eine dreidimensio-
nale Abbildung erméglichen und weitere interessante Einblicke liefern. Basierend auf den Li-
teraturdaten und verschiedenen gezielten Anlysen der vorliegenden Arbeit wurde eine verlass-
liche Bedingung fur vergleichende Experimente fur die DP definiert. Diese kdnnen die bisheri-
gen QCM-Erkenntnisse bestatigen und erweitern.

4.3.2.2 Vergleichende Untersuchungen zur Proteinadsorption

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Adsorptionsverhalten der Designer-Proteine
(DP) ohne und mit Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA mittels QCM-D unter-
sucht. Basierend auf der Grundidee zur Entwicklung eines Formaldehyd-freien bio-basierten
Klebstoffs auf Proteinbasis (Kap. 1.3.1, S. 9) wurde Sand, bestehend aus SiO> (Mica), als Ziel-
oberflache festgelegt. Die Adhasion von Mfp an Mica-Oberflachen wurde in der Literatur be-
reits mittels SFA (engl. surface force apparatus) bestatigt. Die Untersuchungen zur Interaktion
der verschiedenen Mfp wurden in dem Ubersichtsartikel von Lee und Kollegen zusammenge-
fasst [Lee et al., 2011]. Bei diesen SFA-Analysen wurde die starkste Adhasion mit Monolayern
aus Mfp-3 mit einer Adhasionsenergie von - 2,5 mJ/m? bei pH 3 gezeigt [Yu et al., 2011b].
Damit liegen die Adhasionsenergien im Bereich von Streptavidin-Biotin (-10 mJ/m?), der als
Malistab flr nicht-kovalente Wechselwirkungen von Proteinen gilt [Helm et al., 1991]. Unter-
suchungen mit AFM (engl. atomic force microscopy) zeigten zudem, dass DOPA stark an Me-
talloxid-Oberflachen bindet [Lee et al., 2006]. Auch durch die Modifikation der Peptid-gebun-
denen Tyr in GFP zu DOPA wurde eine starkere Adsorption an TiO2-Oberflachen im Vergleich
zu GFP mittels QCM gezeigt [Deepankumar et al., 2017]. Mit Hilfe der Dichtefunktionaltheorie
(DFT, engl. density functional theory) wurde die starke Bindung der Catechol-Funktion eben-
falls an Silica-Oberflachen bewiesen [Mian et al., 2010]. In einer Folgestudie der gleichen Ar-
beitsgruppe wurde mittels Molekulardynamik-Simulationen (MD, engl. molecular dynamics)
gezeigt, dass die Catechol-Gruppe in Mfp in der Lage ist einen Teil der Wassermolekiile zu
verdrangen und sich mit Wasserstoffbriickenbindungen und Dispersionskraften an die Ober-
flache zu haften [Mian et al., 2014]. Dieser Prozess ist reversibel und fiir das Uberleben der
Muschel im Meer essentiell.

In den QCM-D-Analysen der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung des Adsorptionsverhaltens
der DP auf die SiO,-Sensoroberflachen (Kap. 3.3.2.4.1, S. 102) flhrte die Kombination aus
adhasiven und kohasiven Protein-Blocken in der DP1A-Variante zu einer verbesserten Ad-
sorption um Faktor 6,7 (& = 233 Hz) im Vergleich zu den adhasiven Mfp-3-Einzelblécken (D =
35 Hz) (Abb. 3-29, S. 104). Zusatzlich konnte durch die Hydroxylierung der Peptid-gebunde-
nen Tyr zu DOPA bei allen DP mittels der rekombinant hergestellten mikrobiellen Tyrosinase
(Kap. 3.2.1.2, S. 54) die Wechselwirkung erhéht werden. Das beste Ergebnis lieferte die mo-
difizierte DP1A-Variante mit einer finalen Frequenzanderung von 298 + 21,9 Hz. Insgesamt
konnten die QCM-D-Daten die Arbeitshypothese der vorgelegten Arbeit bestatigen. Die adha-
siven Blocke (Mefp-3 und Mgfp-3) ermdglichten die Haftung an die Oberflache, wahrend die
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zusatzlichen kohasiven Blocke in den DP (DP1A-Variante und DP2) zur inneren Festigkeit und
Stabilitat beigetragen haben.

Eine vergleichende Literaturlibersicht ist in Tabelle 4-3 (S. 139) zu den QCM-Analysen darge-
stellt. In der Studie von [Kim et al., 2018] konnten beispielsweise fir das Muschelful3protein 5
aus Mytilus galloprovincialis Frequenzanderung von ca. 20 Hz (unmodifiziert, Mgfp-5) bis ca.
40 Hz (modifiziert, Mgfp-5pora) mittels QCM fur Gold-beschichtete Quarzsensoren bestimmt
werden. Fir das Strukturprotein Mefp-1, das die schitzende Aufienhaut der Byssusfaden in
der Muschel bildet, wurde ebenfalls fiir Gold-Sensoren ein finales Afvon 58 Hz bestimmt [HO0k
et al., 2001]. Damit liegen die in der vorliegenden Arbeit bestimmten Af-Werte der Mfp-3-Ein-
zeldomanen im Bereich der Literaturangaben anderer getesteter Mfp. Ein direkter Vergleich
ist nicht mdglich, da keine Analysen mit dem typischen QCM-Ablauf (Aquilibrierung, Pro-
teinapplikation, Waschschritt) fur Mfp-3 publiziert sind.

Neben den adhasiven Mfp-3-Domanen sind auch Daten zu ELP-basierten Sequenzen in Kom-
bination mit adhasiven Protein-Blécken aufgelistet. In der Arbeit von [Costa et al., 2009] wurde
die Adhasion eines ELP-RGD-Polymer auf Chitosan-beschichtete Sensoren (140 Hz) und
Quarzsensoren ohne Beschichtung (70 Hz) untersucht. Die angegebenen Af-Werte sind ver-
gleichbar mit den Daten zu mod. DP2 (101,3 = 18 Hz) an die SiO2-Sensoren. Im Allgemeinen
sind der Literatur wenige Adhasionsstudien zu ELP-basierten Sequenzen mittels QCM zu ent-
nehmen, weil die Polymere haufig mittels anderer Verfahren wie Instron, SPR, AFM untersucht
wurden. Darlber hinaus wurden in QCM-Analysen oft andere Sensoren, je nach Anwendung
des ELP-basierten Biopolymers, eingesetzt. Aus diesem Grund ist ein Vergleich der vorge-
stellten Literaturdaten mit den in der vorliegenden Arbeit generierten Daten schwierig. Einzig
die Studie von Li und Kollegen eignet sich fir einen direkten Vergleich. Die Forscher produ-
zierten einen Copolymer bestehend aus ELP und einem Silica-Bindemotiv (Silaffin R5 —
SSKKSGSYSGSKGSKRRIL) rekombinant in E. coli [Li et al., 2018]. Die gereinigten Silaffin-
funktionalisierten ELP zeigten in den QCM-Analysen bei 25 °C in PBS eine doppelt so hohe
Adhasion an die SiO2-Sensoren mit 110 Hz im Vergleich zum ELP-Einzelblock mit 50 Hz. Zu-
satzlich wurde der Einfluss der Temperatur auf die Adsorption untersucht. Bei 50 °C wurden
200 Hz fur Silaffin-ELP und 125 Hz fir ELP erhalten. In der vorliegenden Arbeit konnte die
Kombination aus Mefp-3-Sequenzanteilen und ELP (DP1A-Variante) im Mittel ein finales Af
von 233 * 6,9 Hz bei 25 °C bestimmt werden. Die Funktionalisierung durch Modifikation der
Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA verbesserte die Adhasion auf 298 + 21,9 Hz. Somit wurde
fur die mod. DP1A-Variante bei einer gleichen Messtemperatur von 25 °C ein ~ 3-fach hoherer
Af-Wert im Vergleich zum Silaffin-ELP aus der Arbeit von [Li et al., 2018] erzielt. Zusammen-
fassend konnte der positive Einfluss der zusatzlichen Hydroxylierungen der Peptid-gebunde-
nen Tyr zu DOPA aller getesteten DP auf die Adsorption an die hydrophile Sensoroberflache
bestatigt werden. Im Rahmen der vorgelegten Arbeit war eine weiterfuhrende Charakterisie-
rung der DP an den Klebeflachen nicht geplant, da die Untersuchungen zur Bestimmung der
Klebekraft an SiO,-Oberflachen mittels QCM-D und der Werkstoffprifung im Fokus standen.
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Tabelle 4-3 Literaturvergleich zur Proteinadsorption Mfp- und ELP-basierter Sequenzen bestimmt mit QCM

Protein Messparameter OF AMf(Hz) T Literatur
(°C)
Mfp-basierte Sequenzen
Mgfp-5 10 uM (~ 0,1 mg/mL) in PBS, tappi = 60 min, Flow: 10 yL/min Au 20,0 n.d. [Kim et al., 2018]
Mod. Mgfp-5 Au 40,0 [Kim et al., 2018]
Mefp-1 25 pg/mL in 0,1 M Acetatpuffer (0,75 M NaCl, pH 5,5), tappi = 45 min, Flow: CHs-Endgruppe 58.0 22 [HoOk et al., 2001]
n.d. Au '
Pvfp TiO2 n.d. [Petrone et al,,
Pvfp-3a 0,1 mg/mL in 10 mM HAc, tappi = 2 min, Flow: 50 yL/min 54 2015]
Pvfp-58 12,8
Ppr-6 9,7
50 mg/mL in 0,8 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6,5), tappi = 60 — 180 min, Stahl 190 22 [Wilke und Borner,
MAP(Peptide) Flow: 30 yL/min ’ 2012]
Kombination aus adhéasiven und kohéasiven Protein-Blocken
ELP-RGD 1 mg/mL in PBS, tappl = 30 min, Flow: 50 yL/min Au 70,0 -140,0 25 [Costa et al., 2009]
Silaffin-ELP:
ELP120 40 puM in PBS, tappi = 30 min, Flow: 50 yL/min SiO2 50 25 [Li etal., 2018]
Silaffin- 125 50
ELP120 110 25
200 50
Mfp-3 Einzeldoméanen vorliegende Arbeit
Mefp-3 0,1 mg/mL in 5 % HAc, tappi = 10 min, Flow: 60 pyL/min SiO2 58,2+4,6 25
Mod. Mefp-3 70,8+8,8 25
Mgfp-3 125+6,6 25
Mod. Mgfp-3 23,041 25
Kombination aus adhdsiven und kohéasiven Protein-Blécken vorliegende Arbeit
DP1A- 0,1 mg/mL in 100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl (pH 8), tappi = 10 min, SiO2 233,2+6,9 25
Variante Flow: 60 pyL/min
Mod. DP1A- 298,0+21,9 25
Variante
DP2 0,1 mg/mL in 10 mM NaH2PO4, 200 mM NaCl (pH 8), tappi = 10 min, Flow: 410+£53 25
Mod. DP2 60 pL/min 101,3+ 18,0 25

OF — Oberflache, ELP — Elastin-ahnliche Peptide, RGD — Sequenzmotiv von Proteinen der Extrazellularen Matrix zur Zelladhasion, Silaffin-tag — MSSKKSGSYSGSKGSKRRIL, mod.
— modifizierte Proteinvariante (Hydroxylierung der Tyr zu DOPA)
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4.3.3 Untersuchungen zu den Klebeeigenschaften der Designer-
Proteine

Zu Beginn der Messungen der Zug-Scher-Krafte der Designer-Proteine (DP) wurden Vorver-
suche zur Testung der Probenvorbereitung sowie des geeigneten Lésungsmittels (Kap. 3.3.3,
S. 109) durchgefuhrt. Wahrend der Etablierung haben sich in der Vorbereitung der Prifkérper
folgende Herausforderungen ergeben: inhomogene Probenauftragung aufgrund der Proben-
beschaffenheit (Klebrigkeit), Probenaustritt aus der Klebefuge oder Bruch des Fugeteils (Mi-
caplatte). Daraus resultierte die finale Methode zur Bestimmung der Zug-Scher-Kréafte der DP
(Kap. 2.2.7.2, S. 50). In den relevanten Literaturstellen zum Vergleich der Zug-Scher-Krafte
der DP mit Daten anderer Mfp- und ELP-basierter Sequenzen wurde der Aspekt der Proben-
applikation nicht hinreichend thematisiert (Tabelle 4-4, S. 143). Dennoch ist beispielsweise bei
einer Proteinkonzentration auf dem Fugeteil von 500 mg/mL modifiziertem fp-151 in 5 % HAc
davon auszugehen, dass es auch hier zu ahnlichen Herausforderungen bei der Probenvorbe-
reitung kam [Choi et al., 2012]. Dies sind jedoch lediglich MutmaRungen basierend auf eigenen
praktischen Erfahrungen. Aus den Vorversuchen wurden 50 mM NaAc (pH 5) als L6sungsmit-
tel fir die DP festgelegt. Zum einen war bei den modifizierten Proteinvarianten von einer star-
keren Interaktion der Polypeptidketten auszugehen, was einen Einfluss auf das Homogenisie-
ren der Proteine auf den Flgeteilen haben kann, und zum anderen sind die Interaktionen der
Catechol-Seitenkette (DOPA) an Grenzflachen bei saurem pH-Wert sehr vielfaltig: H-Briicken-
bindungen, sowie elektrostatische, hydrophobe und koordinative Wechselwirkungen (Abb.
1-10, S. 16).

Betrachtet man die ermittelten Klebeeigenschaften an SiO»- und Al-OF der adhasiven Einzel-
doméne Mefp-3, konnten unabhangig der Zieloberflache vergleichbare Zug-Scher-Krafte
(SiO2-OF: 0,95 MPa; Al-OF: 0,68 MPa) gemessen werden. Dieses Ergebnis fir rekombinantes
Mefp-3 bestatigte die fur native Mfp publizierten Haftungseigenschaften an verschiedene
Oberflachen [Lee et al., 2006; Waite, 2017; Waite und Tanzer, 1981]. In der Literatur liegen
die Daten zu adhasiven Einzeldomanen in einem &ahnlichen GréRenbereich (Tabelle 4-4,
S. 143). Beispielsweise wurde bei Messungen an Al-OF eine Zug-Scher-Kraft von 0,57 MPa
fur die Mfp-3 Variante aus M. galloprovincialis (Mgfp-3) erhalten [Yang et al., 2013]. In der
vorliegenden Arbeit wurde durch Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA mittels
Hise-mTyr ein Proteingemisch aus Mefp-3-Spezies mit einer unterschiedlichen Anzahl an Hyd-
roxylierungen generiert (Abb. 3-11, S. 67). Somit waren in der Probe mit mod. Mefp-3 Protein-
varianten mit 1 — 10 OH-Gruppen nachweisbar. Die Zug-Scher-Krafte der modifizierten Vari-
ante waren unabhangig von der Zieloberflache im Durchschnitt doppelt so hoch im Vergleich
zu Mefp-3. Betrachtet man die Literaturdaten modifizierter Mfp sind die angegebenen Zug-
Scher-Kréafte sehr divers und variieren je nach Prif- und Messbedingung (Tabelle 4-4, S. 143).
An Al-OF wurden fiir die mod. Proteinvarianten aus M. galloprovincialis 0,94 + 0,33 MPa flr
Mfp-3 und 0,69 + 0,17 MPa fir Mfp-5 bestimmt [Yang et al., 2013]. In der vorgelegten Arbeit
zeigte mod. Mfp-3 aus M. edulis (Mefp-3) eine Zug-Scher-Kraft von 1,68 MPa an SiO,-OF und
1,39 MPa an AI-OF. Folglich war die Klebkraft von mod. Mefp-3 an Al-OF starker als vergleich-
bare Mfp. Dartiber hinaus wurden in der Literatur Proteinfusionen aus unterschiedlichen Mfp
der Gattung M. galloprovincialis produziert und auf ihre Materialeigenschaften gepruft. Dabei
konnten flr eine Fusion aus Mfp-1 und Mfp-5 (Mfp-151) 0,33 MPa (Konditionierung flir 22 h
bei 45 °C) [Cha et al., 2009] und 0,8 MPa (Konditionierung fiir 3 h bei 37 °C) [Choi et al., 2012]
bestimmt werden. Nach Hydroxylierung der Tyr zu DOPA in den Mfp-Fusionen, variierten die
ermittelten Zug-Scher-Krafte je nach Messbedingung an Al-OF von 0,4 — 0,86 MPa fir mod.
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Mfp-151 [Cha et al., 2009], 1,64 MPa fur mod. Mfp-131 und 3,01 MPa fur mod. Mfp-151 [Choi
et al., 2012]. Der zuletzt genannte Wert stammt aus der Co-Expression von Mfp-151 und mik-
robieller Tyrosinase in E. coli. Durch in vivo Modifikation der Tyrosine zu DOPA konnte ver-
mutlich ein hoherer Hydroxylierungsgrad im Vergleich zum in vitro Ansatz und damit eine ver-
besserte Klebkraft erzielt werden. Jedoch erfolgte der Nachweis der Hydroxylierung mittels
MALDI-MS nur im fp-1 Teil des Fusionsproteins und es lassen sich keine Rlckschlisse auf
den Hydroxylierungsgrad im Gesamtprotein fp-151 schlieRen. Im Vergleich mit den Literatur-
angaben ist festzuhalten, dass das in der vorliegenden Arbeit rekombinant produzierte und in
vitro mod. Mefp-3 (mittels Hise-mTyr) als einzelne adhasive Sequenz bessere Klebeeigen-
schaften als vergleichbare Fusionen Mfp-basierter Sequenzen zeigte.

Die Analyse von TE als kohasiver Einzelblock ergab erwartungsgemaf geringe Zug-Scher-
Krafte (0,33 £ 0,07 MPa) im Vergleich zum adhésiven Einzelbock (Mefp-3). Anhand der Bruch-
bildbeurteilung war bei allen Proben mit TE ein Adhasionsbruch nachzuweisen, da in diesem
Strukturprotein vorwiegend kohasive Krafte herrschen und nur eine geringe Bindung an die
SiO2-OF auftrat. Vergleichend wurden die Zug-Scher-Eigenschaften der DP1A/B-Varianten
untersucht. Insgesamt wurden fur die DP1 ahnliche Werte wie fur TE erhalten und zeigten
somit die geringsten Bindungskrafte aller untersuchten Proteine an SiO,-OF. Dies liegt ver-
mutlich an der Degradation des urspriinglich geplanten Zielproteins (Abb. 3-16, S. 79). Durch
den N- und C-terminalen Abbau im adhasiven Block (Mfp-3) enthalten die DP1A/B-Varianten
nur geringe Sequenzanteile, die fur die Adhasion des Proteinklebers an die Zieloberflache
sorgen. Die Bruchbildbeurteilung dieser Proben stitzt diese Hypothese, da es bei allen Prf-
kérpern zum Adhasionsbruch (Bruch an der Haftungsoberflache zwischen Klebstoff und Fi-
geteil) kam. Anhand der optischen Beurteilung kann gesagt werden, dass die DP1A/B-Variante
wie ein Proteinfilm von der Mica-Platte abgezogen werden konnte (Kap. 3.3.3, Abb. 3-32,
S. 110). Demzufolge waren keine Klebstoffreste am Prufkérper vorhanden. Dieses Brucher-
gebnis zeigt eine ungenlgende Klebstoffhaftung am Flgeteil. Beschriebene Ursachen der
mangelnden Haftung des Klebstoffs kdnnen neben den fehlenden adhasiven Kraften, eine
fehlende oder falsche Oberflachenbehandlung oder eine unzureichende Klebstoffhartung sein.
Allerdings zeigen auch hochfeste Klebstoffe wie Phenolharzklebstoffe selbst unter optimalen
Bedingungen Adhasionsbriiche [Bader, 2015]. In den Versuchen mit der DP1A/B-Variante sind
folglich die kohasiven Krafte (ELP-Block) unter den getesteten Bedingungen dominierend. Zu-
satzlich zeigte ein Vergleich beider Proteine, dass im Mittel fir die DP1A-Variante starkere
Zug-Scher-Krafte gemessen wurden. Aufgrund der hohen Sequenzahnlichkeit beider Proteine
(Abb. 3-24, S. 93) war dieses Ergebnis etwas Uberraschend. Der einzige Unterschied liegt in
der N-terminalen Sequenz der verbliebenen Mfp-3-Domane. Ein Einfluss des Sequenzanteils
konnte auch in den nanoDSF-Analysen auf die temperaturabhangige Strukturanderung der
DP1A/B-Varianten nachgewiesen werden (Kap. 3.3.1, S. 91). Demnach zeigen bereits kurze
Sequenzabschnitte mit finf AS eine Anderung in den Struktur- als auch Bindeeigenschaften
Mfp-basierter Proteine. In der Literatur wurden bereits kurze Mfp-Peptide auf deren Oberfla-
chenbindung untersucht. Dabei wurden Zusammenhange zwischen der benachbarten AS zu
DOPA in PEG-konjugierten Dipeptiden nachgewiesen [Li et al., 2017]. Die starkste Zug-Scher-
Kraft ergab die Kombination von Lys-DOPA. Aus der Analyse ging hervor, dass Lys die Ober-
flachenbindung von DOPA durch verschiedene Mechanismen positiv beeinflussen kann. Dazu
zahlt die Verdrangung von Oberflachenwasser und lonen zur VergréRerung der effektiven Bin-
destellen, sowie die direkte Beteiligung von Lys an der sequenzabhangigen kooperativen
Oberflachenbindung bestatigt durch AFM-Analysen. Aus den untersuchten Dipeptiden war die
Zug-Scher-Kraft von DOPA-Gly am geringsten. Diese Kombination findet sich auch in der
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untersuchten DP1B-Variante wieder, allerdings ohne Modifikation (Tyr-Gly) und kénnte als
mdgliche Ursache der geringen Adhasion dienen.

Im Folgenden soll der Einfluss der Hydroxylierung auf die Bindeeigenschaften der DP1A-
Variante diskutiert werden. Die Zug-Scher-Krafte der mod. DP1A-Variante erhéhten sich im
Mittel (0,53 £ 0,06 MPa) um den Faktor 2 im Vergleich zur nicht-mod. Variante (0,23
0,1 MPa). Da Peptid-gebundene Tyr nur im adhasiven Block vorkommen, ist dieser Effekt ein-
deutig auf den Mefp-3-Teil im Protein zurtickzufihren und bestatigt, dass DOPA ein Schlus-
selmolekil der Adsorption dargestellt [Deming, 1999; Lee et al., 2006]. DarlUber hinaus zeigte
die Untersuchung eines Proteingemisches (,Blend®) aus mod. Mefp-3 und mod. DP1A-
Variante im Verhaltnis 1:4 einen positiven Effekt auf die Adhasionseigenschaften
(0,63 £ 0,15 MPa). Durch Erhéhung des adhasiven Anteils (mod. Mefp-3) im ,Blend” im Ver-
haltnis 1:2 konnten im Mittel 1,01 £ 0,27 MPa bestimmt werden. Insgesamt konnten die Kle-
beeigenschaften der mod. DP1A-Variante durch Zugabe von mod. Mefp-3 an die SiO»-OF
verstarkt werden. Auch die Bruchbildbeurteilung zeigte, dass sich der Bruch von einem Adha-
sionsbruch (mod. DP1A-Variante) zum Kohasionsbruch im ,Blend” anderte (Kap. 3.3.3, Abb.
3-32, S. 110). Bei einem Kohasionsbruch im Klebstoff sind alle Fligeteiloberflachen nach dem
Bruch noch mit Klebstoff bzw. Klebstoffresten bedeckt. Der Kohdsionsbruch wird bei klebstoff-
typischen Festigkeitswerten als qualitativ hochwertige Klebung gewertet. Die Bruchbildbeur-
teilung bestatigte somit, dass das Proteingemisch eine bessere Haftung an die SiO,-OF auf-
wies im Vergleich zur mod. DP1A-Variante (Adhasionsbruch). Auch in der Natur besteht der
Proteinkleber von Muscheln aus einem Gemisch unterschiedlicher Mfp, die sowohl adhasive
Eigenschaften durch die Modifikation Peptid-gebundener Tyr zu DOPA wie in Mfp-3 und Mfp-
5 zeigen, als auch kohasive Eigenschaften durch Kollagen-ahnliche Sequenzanteile wie in
Mfp-1 (Kap. 1.4.1.1, S. 12). Der positive Effekt eines Proteingemischs konnte somit auch fur
rekombinant produzierte Mfp in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden.

Im Allgemeinen geht aus den Ergebnissen der Zug-Scher-Versuche hervor, dass bei den hyd-
roxylierten Proteinvarianten grofiere Standardabweichungen auftraten. Unter der Annahme
heterogener Hydroxylierungsmuster, die durch die Modifikation Peptid-gebundener Tyr zu
DOPA mit Hise-mTyr generiert werden, ist dieses Phanomen nicht Gberraschend. Mittels
MALDI-TOF/TOF MS-Analyse konnte beispielsweise fir mod. Mefp-3 ein Proteingemisch aus
1 — 10 OH-Gruppen nachgewiesen werden (Kap. 3.2.2.3.2, S. 65). Ahnliche Heterogenitat ist
auch fur die DP1A-Variante zu erwarten. Demzufolge sind die héheren SD bei den Messungen
der mod. Proteinvarianten eher auf die biologische Varianz (unterschiedliche Anzahl an Hyd-
roxylierungen) als auf technische Fehler bei der Vorbereitung und Konditionierung der Prif-
kérper zuriickzufihren. In Untersuchungen der nativen Mfp wurde ebenfalls gezeigt, dass nicht
alle Tyr einer Proteinvariante pro Molekul hydroxyliert (DOPA) vorliegen [Waite, 1983b; Waite,
1985]. Bereits die einzigartige Aminosauresequenz verleiht den Mfp ihre besonderen Bindeei-
genschaften, die durch die Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA verstarkt werden
[Degen et al., 2021].
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Tabelle 4-4 Literaturvergleich zu den Zug-Scher-Kraften Mfp- und ELP-basierter Sequenzen

Protein-Block Proteinmenge Konditionierung Priifparameter OF o (MPa) Literatur
Mfp-basierte Sequenzen
Mfp-151 20 mg 22-25°C,12h 10 mm/min, 500 N PMMA 1,80 [Hwang et al., 2007]
Kraftzelle
Mfp-353 62,5 mg + 125 yL H20 45°C,6 h (+ 300 g 10 mm/min, 2 kN Haut (Kuh) 0,52 [Gim et al., 2008]
Gewichte) Kraftzelle
Mfp-151 40 mg + 75 yL H20 )RT, 1h 2 mm/min, 2 kN Al 0,33 [Cha et al., 2009]
Mod. Mfp-151 I1)45°C,22h Kraftzelle 0,40 - 0,86
I RT,1h
Mgfp-3 (?) Proteinpuder + 10 yL 50 mM NaAc (pH 37 °C, 4 h 2 mm/min, 2 kN Al 0,57 £ 0,21 [Yang et al., 2013]
Mod. Mgfp-3 5,5) Kraftzelle 0,94 + 0,33
Mod. Mgfp-5 0,69+0,17
Mod. Mfp-131 1,64 + 0,22
Mod. Mfp-151 1,31+ 0,11
Mfp-151 31 mg + 125 uL 5 % HAc 37°C,3h 2 mm/min, 2 kN Al 0,80 £ 0,20 [Choi et al., 2012]
coMfp-151 Kraftzelle 3,01 +£0,62
Mgfp-3B 5mg+ 10 uL 5 % HAc 37°C,3h 2 mm/min, Al 0,09 + 0,01 [Yao et al., 2022]
coMgfp-3B 0,1 N Kraftzelle 0,26 + 0,01
ELP-basierte Sequenzen
ELY16 10 yL Proteinlésung (150 mg/mL in H20)  37°C,24 h (+55¢ 2 mm/min, 2 kN Al 2,60 + 0,60 [Brennan et al.,
Mod. ELY 16 Gewichte) Kraftzelle 2,10+ 0,50 2017]
YKVasg 10 pL Proteinlésung (10% (w/v) in H20) 37°C,24h(+50¢g 2 mm/min, Haut 0,0043 [Hollingshead et al.,
Mod. YKV4s Gewichte) (Schwein) 0,011 2022]
TE 20 mg + 40 pL 50 mM NaAc (pH 5,0) Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min, 2 kN SiO2 0,33 £ 0,07 vorliegende Arbeit
Kraftzelle
Adhasive Einzeldoméane vorliegende Arbeit
Mefp-3 20 mg + 40 pyL 50 mM NaAc (pH 5,0) Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min, 2 kN SiO2 0,95 + 0,07
Kraftzelle Al 0,68 £ 0,05
Mod. Mefp-3* 20 mg + 20 pL 50 mM NaAc (pH 5,0) SiO2 1,68 £ 0,13
Al 1,39 £ 0,22
Kombination aus adhasiven und kohasiven Protein-Blocken vorliegende Arbeit
DP1A-Var. 20 mg + 40 pL 50 mM NaAc (pH 5,0) Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min, 2 kN SiO2 0,19+£0,12
Mod. DP1A- Kraftzelle SiO2 0,53 £ 0,06

Var.*
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Protein-Block Proteinmenge Konditionierung Priifparameter OF o (MPa) Literatur
.Blend* 15 mg mod. DP1A-Var. + 5 mg mod. Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min, 2 kN SiO2 0,63 +£0,15
Mefp-3 + 40 pL 50 mM NaAc (pH 5,0) Kraftzelle
DP1B-Var. 20 mg + 40 pL 50 mM NaAc (pH 5,0) Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min, 2 kN SiO2 0,05 + 0,01
Kraftzelle
Positivkontrolle
Fibrin 20 mg 22-25°C,12h 10 mm/min, 500 N PMMA 0,30 [Hwang et al., 2007]
Kraftzelle
62,5 mg + 125 yL H20 45°C,6 h (+ 300 g 10 mm/min, 2 kN Haut (Kuh) 0,24 [Gim et al., 2008]
Gewichte) Kraftzelle
Fibrin 10 pL Proteinlésung (150 mg/mL in H20)  37°C,24 h (+55¢ 2 mm/min, 2 kN Al 0,70 £ 0,30 [Brennan et al.,
Gewichte) Kraftzelle 2017]
Elmers Glue 40 mg )RT,1h 2 mm/min, 2 kN Al 0,17 [Cha et al., 2009]
I1)45°C,22h Kraftzelle
I RT,1h
45 uL 37°C, 24 h 2 mm/min, 2 kN Al 3,00 £ 1,00 [Jenkins et al., 2017]
Kraftzelle Stahl 1,60 £ 0,60
50 pL Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min, 2 kN SiO2 1,29 £ 0,17 vorliegende Arbeit
Kraftzelle Al 1,46 £ 0,46
Negativkon-
trolle
BSA Proteinpuder (?) + 10 yL 50 mM NaAc (pH 37 °C, 4 h 2 mm/min, 2 kN Al 0,10 £ 0,90 [Yang et al., 2013]
5,5) Kraftzelle
10 pL Proteinlésung (150 mg/mL in H20)  37°C,24 h (+55¢ 2 mm/min, 2 kN Al 0,07 £ 0,10 [Brennan et al.,
Gewichte) Kraftzelle 2017]
20 mg + 40 pL 50 mM NaAc (pH 5,0) Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min, 2 kN SiO2 0,87 £ 0,19 vorliegende Arbeit
Kraftzelle Al 0,00 £ 0,00

0 — Zug-Scher-Festigkeit, OF — Oberflache, Al — Aluminium, RT — Raumtemperatur, mod. — Modifikation Peptid-gebundener Tyr zu DOPA mittels Pilz-Tyrosinase,
mod.* — Modifikation Peptid-gebundener Tyr zu DOPA mittels mikrobieller Tyrosinase, coMfp-151 — In vivo Modifikation von Mfp-151 durch Co-Expression der
Tyrosinase in E. coli, PMMA — Polymethylmethacrylat
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5 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Entwicklung eines Formaldehyd-freien bio-
basierten Proteinklebers fir die Bindung von Sand, bestehend aus SiO,. Viele natlrliche Ma-
terialien sind trotz intensiver Forschung den, vom Mensch entwickelten, synthetischen Stoffen
Uberlegen. Diese Biomaterialien entwickelten sich evolutionar tber Jahrtausende, um spezifi-
sche Funktionen zu erfillen. Auf der Suche nach leistungsfahigeren Materialien werden haufig
von der Natur hervorgebrachte Strukturen adaptiert und optimiert. Fir adhasive Materialien
sind die naturlichen Biopolymere der Miesmuschel der Gattung Mytilus sehr gut untersuchte
Beispiele. Aus detaillierten Untersuchungen nativer MuschelfuBproteine (Mfp) geht hervor,
dass die einzigartigen Bindeeigenschaften der Muschel auf die post-translationale Modifikation
von Peptid-gebundenem Tyrosin zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) zurlickzufiihren
sind. Basierend auf den Strukturmerkmalen der Mfp wurde in der vorliegenden Arbeit das Mfp-
3 als zentraler adhasiver Protein-Block fir die Designer-Proteine (DP) untersucht. Fur die Ent-
wicklung eines Klebstoffs sind neben den adhasiven auch kohasive Anteile essentiell. Wah-
rend adhasive Blécke fur die Haftung an eine Oberflache sorgen, geben kohasive Bloécke dem
Kleber seine innere Festigkeit. Es wurde eine Mfp-3-basierte Fusions-Bibliothek entwickelt, die
neben adhasiven und kohasiven Protein-Blocken auch Linker-Sequenzen und Protein-tags zur
Reinigung oder Detektion ausgewahlter DP enthalt. Als kohasive Blocke wurden Elastin-ahn-
liche Sequenzen (ELP) und Tropoelastin (TE) ausgewahlt, da ein Protokoll zur rekombinanten
Produktion beider Proteine etabliert war und die einzigartigen kohasiven Eigenschaften durch
einen temperaturinduzierten sequenzspezifischen Ubergang von einer unstrukturierten Anord-
nung (random-coil) bei Raumtemperatur zu geordneten intra- und intermolekularen B-Helix-
Strukturen flir ELP-Sequenzen bereits gezeigt wurden. Fir TE war diese Eigenschaft noch
nicht beschrieben.

Die DP sowie die adhasiven Einzelblécke wurden rekombinant in E. coli im Bioreaktor-Maf3-
stab hergestellt. Insgesamt wurden drei DP, zwei adhasive Blécke und zwei Hilfsenzyme pro-
duziert. Es folgte die Etablierung der Reinigung der Proteine aus der E. coli Biofeuchtmasse.
Dafir wurden je nach Zielprotein verschiedene Ansatze getestet: Chromatografie, Inverse
transition cycling (ITC) und Extraktion. Die zusammenfassende Ubersicht mit den Ausbeuten
zur heterologen Produktion und Aufarbeitung der DP ist Tabelle 5-1 (S. 147) zu entnehmen.
Die adhasive Einzeldomane Mefp-3 aus Mytilus edulis sowie die Mefp3-basierten DP wurden
in der vorliegenden Arbeit erstmals rekombinant produziert. Bei der Produktion der Mefp3-
basierten Fusionsproteine mit ELP-Blocken, DP1A und DP1B, kam es jedoch zum partiellen
Abbau der Zielproteine. Die Proteintermini der DP1A-Variante konnten mittels Edman-Sequen-
zierung (N-Terminus) und ISD/T3-Sequenzierung (C-Terminus) eindeutig bestimmt werden.
Die Schnittstellen lagen zwischen zwei basischen Aminosauren in der Mfp-3-Sequenz. Trotz
diverser Ansatze zur Vermeidung der Fragmentierung von DP1A/B konnte der Abbau nicht
unterbunden werden. Basierend auf den Sequenzierungsergebnissen enthielten die verkirz-
ten DP1-Varianten jedoch modifizierbare Mfp-3-Sequenzanteile und die Grundidee zum Pro-
tein-Design eines Bindemittels aus adhasiven und kohasiven Anteilen blieb erhalten. Zudem
war aus der Literatur bekannt, dass auch kurze Mfp-Sequenzen adhasive Eigenschaften zei-
gen kénnen. Zusammenfassend wurde die resultierende verkirzte DP1A/B-Variante mit Hilfe
des ITC-Verfahrens zur Homogenitat und einer Ausbeute von ~ 70 mg/Lkutr gereinigt (Tabelle
5-1, S. 147).

Zur Funktionalisierung der Peptid-gebundenen Tyrosine zu DOPA in den DP wurde eine mik-
robielle Tyrosinase aus V. spinosum rekombinant in E. coli synthetisiert und
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chromatographisch aufgereinigt (Reinheit > 95 %). Die Aktivitdtsmessungen zeigten unter den
getesteten Bedingungen mit L-Tyr als Substrat eine héhere spezifische Aktivitat (bis zu 130-
fach) im Vergleich zur kommerziell erhaltlichen Pilz-Tyrosinase (Sigma). Die Hydroxylierung
der DP wurde sowohl qualitativ mit der NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid)-Farbung als auch
quantitativ mittels MALDI-TOF/TOF untersucht. Die Analysen zeigten eine erfolgreiche Modi-
fikation der Peptid-gebundenen Tyrosinreste zu DOPA. Darlber hinaus konnte fir Mefp-3 mo-
difiziert mit mikrobieller Tyrosinase erstmals eine Spezies mit einem Hydroxylierungsgrad von
100 % nachgewiesen werden. Auch die Tyr in den Mefp-3-Sequenzanteilen in der verklrzten
DP1A-Variante wurden erfolgreich zu DOPA hydroxyliert. Zusatzlich bestatigte die 1ISD/T3-
Analyse von mod. Mefp-3 sowie der DP1A-Variante, dass es zudem zur Ausbildung von TOPA
(3,4,5-Trihydroxyphenylalanin) kam. In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass DOPA in Mu-
schelpeptiden durch die Pilz-Tyrosinase (Sigma) enzymatisch zu TOPA hydroxyliert werden
konnte. FUr mTyr aus V. spinosum war dies bislang nicht bekannt.

Ein Schwerpunkt der vorgelegten Arbeit war die funktionelle Charakterisierung der rekombi-
nanten DP mittels nano Differential-Scanning-Fluorimetrie (nanoDSF) und Quarzkristall-Mik-
rowaage mit Dissipationsiberwachung (QCM-D), sowie die Bestimmung der Zug-Scher-Ei-
genschaften an einer Universalprifmaschine. Die QCM-D-Ergebnisse bestatigten die Grund-
idee des Protein-Designs und die Arbeitshypothese der vorgelegten Arbeit. Adhasive Blocke
ermdglichen die Haftung an die SiO»-OF (Hauptbestandteil von Sand als Zielmaterial fir den
Protein-basierten Klebstoff), wahrend die kohasiven Bldcke zur inneren Festigkeit und Stabili-
tat beitragen. Die Untersuchungen zeigten deutlich, dass die Kombination in der DP1A-
Variante (~ 240 Hz) zu einer verbesserten Adsorption im Vergleich zu den adhasiven Mfp-3-
Einzelblocken (~ 25 Hz) fuhrte und somit die Adsorption um den Faktor 9,6 erhdht werden
konnte. Zusatzlich konnte ein positiver Effekt auf die Bindung an die hydrophilen SiO2-Senso-
ren durch die Hydroxylierung der Peptid-gebundenen Tyrosine aller getesteten DP zu DOPA
bestatigt werden. Bislang sind keine QCM-D-Daten zur Untersuchung der Adsorptionseigen-
schaften Mfp-basierter Sequenzen an SiO»-OF in der Literatur beschrieben.

Die DP (DP1A/B-Varianten) zeigten die geringsten Bindungskrafte der untersuchten Proteine
an SiO.-OF (0,05 — 0,19 MPa). Die Hydroxylierung der Tyrosin-enthaltenden Sequenzen in
DP1A resultierte in einer 2,8-fachen Steigerung der Klebkraft (0,53 + 0,06 MPa). Anhand der
Bruchbildbeurteilung kam es jedoch bei den Prifkérpern zum Adhasionsbruch (Bruch an der
Haftungsoberflache zwischen Klebstoff und Flgeteil). Folglich waren die Sequenzanteile, die
fur die Adhasion des Proteinklebers an die Zieloberflache verantwortlich sind, in diesen DP zu
gering und Kohasionskrafte waren vorherrschend. Diese These wurde durch die Zugabe von
mod. Mefp-3 zur mod. DP1A-Variante in einem Proteingemisch (,Blend®) bestatigt. Die zusatz-
lichen adhasiven Anteile zeigten einen positiven Effekt auf die Adhasionseigenschaften. Be-
sonders vielversprechende Resultate konnten fiir das rekombinante Mefp-3 generiert werden.
Parallel zur SiO»-OF wurde die Klebkraft an Aluminium (Al) untersucht, da in der Literatur zur
Untersuchung adhasiver Proteine (z.B. Mfp, PC1, CP19) bislang hauptsachlich Flgeteile aus
Al verklebt wurden und um die Daten besser vergleichen zu kénnen. Das hochgradig hydro-
xylierte mod. Mefp-3 zeigte unabhangig von der Oberflache mit ~ 1,68 MPa (SiO.) und
~ 1,39 MPa (Al) ahnlich starke Zug-Scher-Krafte wie ein kommerzieller Klebstoff (Elmers Glue,
~ 1,29 MPa an SiO,und ~ 1,46 MPa an Al). Basierend auf diesen Erkenntnissen war die Aus-
wahl von Mfp-3 als zentraler adhasiver Block im Baukastensystem eines proteinogenen Bin-
demittels gerechtfertigt. Sicherlich werden Proteine marinen Ursprungs auch bei der Entwick-
lung kinftiger bio-basierter Materialien insbesondere mit der Funktionalisierung zu DOPA eine
wesentliche Rolle spielen.
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Tabelle 5-1 Ubersichtstabelle zur Produktion der Designer-Proteine und der mikrobiellen Tyrosinase (Hise-mTyr) als Werkzeugenzym, sowie deren Rei-
nigung aus E. coli und Bestimmung der materialwissenschaftlichen Eigenschaften mittels QCM-D und Zwick

Heterologe Produktion Reinigung Modifikation | Bindeeigenschaften
Kategorie | Protein E. coli Produkti- Ausbeute .. Ausbeute Ausbeute nach Hise- QualltatlYer
onsstamm (mglL ) Reinigung m i SUMO-Abspaltung Nachweis Af (Hz) o (MPa)
g/LKultur JProtein/ JBFM MQnp-3/MGFusionsprotein von DOPA
Adhésive BL21 (DE3) Gold 250 (Fu- , 0,95 +
Einzel-do- Mefp-3 pLysS sion) IMAC 2,35 (Fusion) 0.22 X 58,2+ 4.,6 0,07
v +
manen mod. Mefp-3 v 708+88 00%
0,13
BL21 (DE3) Gold 460 (Fu-
Mgfp-3 ( ) . ( IMAC 4,2 (Fusion) 0,22 12,5+ 6,6 n.d.
pLysS sion)
mod. Mgfp-3 v 23,0+ 41 n.d.
Designer- . 233,2 0,19+
Protein DP1A-Variante BW3110 71 ITC 0,57 X 6.9 0.12
mod. DP1A- 2 298,0 £ 0,53 +
Variante 21,9 0,06
. 0,05 +
DP1B-Variante BW3110 69 ITC 0,55 X n.d. 0.01
mod. ,DP1 B- v n.d. n.d.
Variante
DP2 BL21 (DES3) Gold 36 ITC 0,59 X 41,0+5,3 n.d.
pLysS
101,3 +
.DP2 v ' d.
mod 18,0 n.d
Werk -
erizeug- | Hise-mTyr KRX 248 IMAC 21 X
enzym

* Neben dem qualitativer Nachweis von DOPA (NBT-Farbung) erfolgte ein quantitativer Nachweis mittels MALDI-TOF/TOF MS-Analyse



6 Ausblick 148

6 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde gezeigt, dass bio-inspirierte Polymere auf
Proteinbasis vielversprechende Resultate zur Nutzung als Bindemittel fiir SiO,-Oberflachen
liefern. Bereits mit dem Muschelfulprotein-3 aus Mytilus edulis (Mefp-3) konnten sehr gute
Zug-Scher-Kréfte an einer Materialprifmaschine im Vergleich zu einem kommerziellen Kleb-
stoff bestimmt werden. Darlber hinaus zeigte die Kombination aus Mefp-3 und einem ELP
(Elastin-ahnliches Polypeptid), welches zur inneren Festigkeit des Klebers (Kohasion) beitra-
gen sollte, in Designer-Protein 1 die beste Performance in den QCM-D-Analysen (Quarzkris-
tall-Mikrowaage mit Dissipationsmonitor). Aus der umfangreichen Literatur-recherche gingen
noch andere interessante native Proteindomanen hervor, die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nicht untersucht werden konnten. Die Studien zeigten, dass natirliche Klebstoffe wie
beispielsweise die des Frosches Notaden bennetti und des Sandburgenwurms Phragmato-
poma californica Aminosaurezusammensetzungen besitzen, die nicht nur Elastin, sondern
auch anderen Strukturproteinen wie Resilin und Seide ahneln und somit den Organismen
selbst bzw. deren Biopolymeren ihre einzigartigen Bindeeigenschaften verleihen. Mdgliche
kinftige Arbeiten kénnten die Unterschiede in der Klebkraft zwischen diesen Proteinen unter-
suchen, um die Effekte der Proteinhydrophobizitat und der spezifischen Sekundarstruktur
(Struktur-Wirkungsbeziehungen) zu analysieren. Im Gesamtprojekt, in dem die vorliegende
Arbeit eingebettet war, konnten bereits Designer-Proteine (DP) mit Resilin-ahnlichen Polypep-
tiden (RLP) und Seiden-ahnlichen Polypeptiden (SLP) rekombinant synthetisiert werden. Die
Reinigung und biochemische Charakterisierung dieser DP mit Fokus auf deren funktionalen
Eigenschaften ware zum Vergleich der in dieser Arbeit untersuchten DP von grofRem Inte-
resse. Schliellich kénnte das vorgestellte modulare Protein-Engineering auf weitere Anwen-
dungsbereiche wie zur Herstellung von Hydrogelen oder Wundkleber ausgeweitet werden.
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) gilt als das Schlusselmolekul der Adhasion mariner Or-
ganismen und ermdglicht die Bindung an vielfaltige Oberflachenstrukturen. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ergaben sich interessante Fragestellungen hinsichtlich der Hydroxylierung
Peptid-gebundener Tyr zu DOPA, die zukinftig weiter untersucht werden sollten. Zum einen
konnten mit der Nutzung der mikrobiell hergestellten Tyrosinase (Hise-mTyr) Proteinspezies
mit einem maximalen Hydroxylierungsgrad von 100 % nachgewiesen werden. Zur Optimie-
rung der Enzymreaktion kénnte der Progress des Hydroxylierungsgrades zeitaufgeldst verfolgt
werden, um die Dauer der Reaktion und die Spezifitdt im Bezug auf die Position der Hydroxy-
lierungen in der Proteinsequenz besser zu charakterisieren. Dabei ware auch die detailliertere
Analyse zur Ausbildung von 3,4,5-Trihydroxyphenylalanin (TOPA) von Bedeutung. Dartber
hinaus kénnten vergleichende Untersuchungen mit quantitativer MS-basierter Bestimmung
von DOPA zwischen Hise-mTyr und der kommerziell erhaltlichen Pilz-Tyrosinase zur Modifika-
tion in Mfp-enthaltenen Sequenzen durchgeflihrt werden. Neben dem Hydroxylierungsgrad
ware auch der Vergleich der modifizierten Positionen in der Polypeptidkette interessant. Aus
der Literatur geht hervor, dass die Pilz-Tyrosinase nur ~ 40 % der Tyr zu DOPA hydroxyliert
ohne weitere Informationen zur Lokalisation. In der vorliegenden Arbeit konnte bereits beim
Vergleich beider Enzyme in vitro eine deutlich héhere spezifische Aktivitat der Hiss-mTyr nach-
gewiesen werden. Zusétzlich wirde eine HPLC-Analyse detailliertere Einblicke zur Quantifi-
zierung von DOPA unabhangig der verwendeten Tyrosinase in den DP geben.

Die Untersuchung der Proteinadsorption unter Verwendung der QCM-D hat gezeigt, dass
dieses System sehr gut geeignet ist, um die Grundidee zum Design eines Bindemittels auf
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Proteinbasis unter Verwendung von geringen Mengen an Protein abzubilden. Neben der Mes-
sung des Adsorptionsverhaltens der produzierten DP an SiO.-Oberflachen mittels QCM-D bie-
ten verschiedene materialwissenschaftliche Methoden eine Vielzahl an Méglichkeiten zur wei-
teren Analyse der Adhasionszone und der ausgebildeten Proteinschichten, die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht bearbeitet werden konnten. Zum einen kénnte mit der Rasterkraft-
Mikroskopie aufgeklart werden, ob die DP gleichmafig abgelagert sind oder es lokal zu star-
keren Interaktionen kam. Mittels Ellipsometrie kénnte die Schichtdicke der ausgebildeten Pro-
teinschichten bestimmt werden. Auch rheologische Untersuchungen zur Messung der
viskoelastischen Eigenschaften (wie Flie3- und Deformationsverhalten) kénnten zuséatzliche
interessante Einblicke hinsichtlich des Oberflachenbenetzungsverhaltens des Protein-basier-
ten Klebstoffs geben.

Ein weiterer Aspekt zur besseren Charakterisierung der DP als neuartige Bindemittel sind die
mechanischen Eigenschaften im Hinblick auf die chemische und physikalische Vernetzung (z.
B. durch Oxidation oder Chelatbildung mit Ubergangsmetallen) der DOPA Gruppen in der Po-
lypeptidkette. Die mechanischen Eigenschaften kénnten durch die zusatzliche Vernetzung mo-
duliert werden, da auch die inverse Ubergangstemperatur der Proteine beeinflusst wird.
Dadurch kénnte man auch den Einfluss der Vernetzung auf die Konditionierung der Prifkorper
testen und so eventuell ein Feintuning wahrend des Prozesses in der Klebefuge ermdglichen.
Durch die stetig wachsende Bedeutung bio-basierter Bindemittel ist eine effiziente Produktion
alternativer Materialien von gesteigertem Interesse fir Forschung und Industrie. Zum einen
kann die Expressionsleistung klassisch durch einen Stammwechsel, ein anderes Expressions-
system oder durch Anpassung der Kultivierungsbedingungen (wie Medium, Temperatur, Pro-
zessdauer) optimiert werden. Zur Gewinnung der artifiziellen DP bleibt dartiber hinaus die
Synthese in zellfreien Systemen (CFPS engl. cell-free protein synthesis) eine vielverspre-
chende Alternative, um die Kapazitaten nattrlicher biologischer Systeme zu erweitern. Im Ver-
gleich zum Zell-basierten Ansatz bietet die CFPS Vorteile wie kiirzere Prozesszeiten und eine
Expression von zytotoxischen Proteinen, die in lebenden Zellen nicht produziert werden kon-
nen. Daruber hinaus kénnten nicht-kanonische Aminosauren (wie DOPA) wahrend der zell-
freien Synthese eingefligt werden, die beispielsweise bei einer in vivo Modifikation in E. coli
ein verlangsamtes Zellwachstum und dadurch langere Prozesszeiten verursachen. Erganzend
zu den gezeigten Ergebnissen zur klassischen rekombinanten Produktion in der vorliegenden
Arbeit, wurde der zellfreie Ansatz fur die Synthese von DP1A untersucht. Jedoch waren die
Syntheseausbeuten in den ersten Versuchen bislang sehr gering. Fur die Anwendung als al-
ternatives Produktionssystem ist eine Optimierung durch Anpassung der Reaktionstemperatur
sowie Dauer der Synthese notwendig. Zudem bietet sich das ,Continuous-Exchange Cell-
Free“ Verfahren (CECF) an, um hohere Proteinausbeuten zu generieren. Fur ein globulares
Protein konnten dabei bereits Proteinausbeuten im g/L-Mafstab erreicht werden. Damit liegt
die Produktion rekombinanter Proteine mittels CECF im Bereich ,high yield* gangiger Zell-
basierter Systeme und stellt eine aussichtsreiche Alternative dar.
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8 Anhang

Die Zusammensetzung des finalen M9-Mediums. Diese ist an das ATCC Medium ,Modifizier-
tes Wolfe's Minimal Medium*“ (2672) angelehnt.

Tabelle 8-1 Zusammensetzung des verwendeten M9-Mediums (NTA — Nitrilotriessigsaure).

Komponente Volumen Zusammensetzung
(mL)
M9 Salze 100 75,2 g/L NazHPO4 x 2H20; 30 g/L KH2PO4; 5 g/L NaCl;
5 g/L NH4ClI
20 % Glucose 20 66 g in 300 mL dH20
2 M MgSOa4 1 98.6 g in 200 mL dH20
0,1 M CaClz 1 2.22 gin 200 mL dH20
Wolfe’s  Minerallo- 10 1,5 g/L NTA; 3 g/L MgSOs - 7 H20;
sung 0,5 g/L MnSOs4 - H20; 1 g/L NaCl; 0,1 g/L FeSOs4 - 7 H20;
0,1 g/L CoCl2 - 6 H20; 0,1 g/L CaClz; 0,1 g/L ZnSO4 -
7 H20;
0,01 g/L CuSOs4 - 5 H20; 0,01 g/L AIK(SO4)3 - 12 H20;
0,01 g/L H3BOs3; 0,01 g/L NazMoOs4 - 2 H20
Wolfe’s  Vitaminlo- 10 2 mg/L Biotin; 2 mg/L Folsaure; 10 mg/L Pyridoxinhydro-
sung chlorid;
5 mg/L Thiamin; 5 mg/L Riboflavin; 5 mg/L Nikotinsaure;
5 mg/L Calcium D-(+)- Pantothensaure; 0,1 mg/L Vitamin
B12;
5 mg/L p-Aminobenzoesadure, 5 mg/L Liponsaure
dH20 Auffullen auf 1 L

8.1 Massenspektrometrische Analysen

8.1.1 Analysen durchgefuhrt in der Core Facility — Proteomic Mass
Spectrometry (MLU Halle)

Nachfolgend ist die massenspektrometrische Analyse der Proteinbande bei ca. 38 kDa nach
Reinigung von DP1B mittels Inverse ftransition cycling (ITC) im kleinen Mal3stab gezeigt
(Kap. 3.2.3.2.2, S. 74). Die Proteinbande aus dem SDS-PA-Gel (Abb. 8-13, S. 179) wurde mit-
tels Skalpell ausgeschnitten und in ein 1,5 mL-Gefal} Uberfiihrt. Die anschlieRende tryptische
Verdau und die ESI-MS-Analyse wurden von Dr. Matt Fuszard (Core Facility — Proteomic Mass
Spectrometry, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser
Analyse ist in Abb. 8-1 gezeigt. Es konnten zwei spezifische Peptide der DP1B-Sequenz de-
tektiert werden.



8 Anhang 168

‘\) b8
V-G H +P -6 FVHGFV{P G VHGHVHP -G HVAGHVA PG v G e 6 6 615 6 o dE 1L BE ¥ 3R Day(Paregt Egorid & ppm)
K P G Y"'I—Y—i-D—fAiS'GGE%}S'GGGG%'S"G'GGGB?V'G"P PG VG P PV GV G PPV G RV G P VG Y

b5 b

100%

1

b10
b1

ml"?]v&%h*mﬁ?" Vg2

1000

b®7

N

Relative Intensity

bl

0% T
2000 3000
miz

B)

100%

88147 1.188,07

6 y8-H2
12 w%? w%
fﬁn i I?J[mll |m| y??l
1500

1000
mi/z

J Pl
5 II

5.
136,07 279 D kicRs

17

500

]
i e

ki

Relative Intensity

0%

2000 2500

Abb. 8-1 Massenspektrometrische Analyse der 38 kDa Bande nach Reinigung von DP1B mittels
Inverse transition cycling (ITC)

ESI-MS Analyse der 38 kDa-Bande. Dargestellt ist das Massenspektrum der Probe nach Reinigung von
DP1B mittels ITC. Es konnten zwei spezifische Peptide der DP1B-Sequenz detektiert werden. A) Peptid
1 (GVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGGGGGSGGGGSGGGGSADYYGPKY) mit einer Sequenzab-
deckung von 95 % und B) Peptid 2 (GVGVPGVGVPGVGGGGGSGGGGSGGGGSADYYG PKY) mit
einer Sequenzabdeckung von 91 %. Die Analysen erfolgten in der Core Facility — Proteomic Mass
Spectrometry (MLU) und wurden von Dr. Matt Fuszard durchgefihrt.

8.1.2 Analysen durchgefiuhrt am Fraunhofer-Institut fur Zelltherapie
und Immunologie IZI-MWT Halle (Saale)

8.1.2.1 Methode zur Bestimmung der Hydroxylierungen mittels Massenspektrometri-
scher Analyse

8.1.2.1.1.1 Fliissigkeitschromatografie

Die Proteinproben wurden vor der MALDI-TOF/TOF Analyse durch Flissigchromatografie ge-
reinigt. Das verwendete HPLC-System (Agilent 1260 Infinity, Waldbronn, Deutschland) war mit
einer Binarpumpe, einem Autosampler mit einer Injektionsschleife von 40 uL, einem Saulen-
ofen, einem Entgaser sowie einem Diodenarray und einem Mehrwellenlangendetektor ausge-
stattet. Die Protein-Elution wurde bei 220 nm verfolgt. Das HPLC-System wurde durch die
Software Agilent ChemStation (Version A.02.09) gesteuert.

Die chromatografischen Trennungen wurden auf einer AdvanceBio Peptide Map-Saule
(Agilent, Waldbronn, Deutschland) mit einer stationaren C18-Phase (150 mm Lange, 3 mm
Innendurchmesser, 2,7 um PartikelgroBe, 120 A PorengréRe) durchgefiihrt. Die fiir die Reini-
gung der Proteine verwendeten Bedingungen sind in Tabelle 8-2 zusammengefasst.

Tabelle 8-2 Bedingungen der Fliissigkeitschromatografie (HPLC)

Parameter

Bedingung

Temperatur der Saule
Mobile Phase A:
Mobile Phase B:
Flussrate

45 °C

H2Owiii-o/ TFAspec (1000; 1, v/v)
ACNLc/TFAspec (1000; 1, viv)
0,5 mL/min
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Gefriergetrocknetes Proteinmaterial wurde in H,O/TFA (990/10; v/v) geldst und jeweils 5 L
der Probe auf die HPLC-Saule injiziert. Von den Flissigproben wurden direkt 5 pyL aufgetragen
(Tabelle 8-3). Die Proteinproben wurden mittels Gradientenelution getrennt (Tabelle 8-4) und
die Fraktionen wurden in Reaktionsgefa3en gesammelt. Proteinhaltige Fraktionen wurden auf
einem MALDI-Probentrager mit den MALDI- Matrices S-DHB (Mischung aus 2,5-Dihydroxy-
benzoesaure und 2-Hydroxy-5-Methoxybenzoesaure) und DHAP (2,5-Dihydroxy-aceto-
phenon) kokristallisiert.

Tabelle 8-3 Proben zur chromatografischen Auftrennung mittels HPLC vor der MALDI-TOF/TOF
Analyse

Proteinprobe Konzentration (mg/mL) Probenvolumen (L)
Mefp-3 0,20 5
modifiziertes Mefp-3 (I8slich) 0,79 5
Resolubilisiertes modifiziertes Mefp-3 0,06 5

aus der unldslichen Phase

modifizierte DP1A-Variante 0,70 5
modifizierte DP1B-Variante 0,74 5

DP2 0,50 5
modifiziertes DP2 0,30 5

Tabelle 8-4 Verwendeter HPLC Gradient

Zeit (min) 0 3 35 45 47,5 50 60
A (%) 95 95 35 5 5 95 95
B (%) 5 5 65 95 95 5 5

8.1.2.1.1.2 Massenspektrometrische Analysen

8.1.2.1.1.2.1 Datenerfassung (MALDI-TOF/TOF MS)

Die Massenspektren wurden an einem MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometer (Autoflex
Speed, Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) mit positiver Polaritat sowohl im linearen Mo-
dus (Molmassenbestimmung) als auch im Reflektormodus (ISD- und T3-Analyse) aufgenom-
men. Die Bestrahlung der Analyt-haltigen Matrix wurde durch die Verwendung eines Nd:YAG-
Lasers (Smart beam-Il, Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) erreicht, der auf eine Pulsrate
von 1 kHz, eine Pulsenergie von 500 uJ und eine Emissionswellenlange von 355 nm einge-
stellt war.

Die Spektren wurden mit flexControl (Version 3.4, Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland)
durch Akkumulation von mindestens 10000 Schissen (pro Probenpunkt) aufgenommen. Die
Laserenergie wurde flir MS-Experimente leicht Gber dem Schwellenwert eingestellt. Fir die
ISD- und T3-Analysen wurde die Laserenergie auf stark erhéhte Werte gesetzt. Die Spektren-
verarbeitung wurde mit flexAnalysis (Version 3.4, Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland)
durch Anwendung der Basisliniensubtraktion mit dem TopHat-Algorithmus, Glattung mit dem
Savitzky-Golay-Algorithmus und Peak-Erkennung mit dem SNAP-Algorithmus durchgeflhrt.
Das MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometer wurde anhand der Massensignale einer Reihe
von Standardpeptiden und -proteinen mit bekannten Massen kalibriert (Peptidkalibrierungs-
standard Il und Proteinkalibrierungsstandard |, Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland). Die
fur die Kalibrierung verwendeten Spektren wurden mit der gleichen Laserenergie aufgenom-
men, die auch fir die Probenanalyse verwendet wurde.



8 Anhang 170

8.1.2.1.1.2.2 Datenanalyse

Die Bestimmung der Molekilmassen basierte auf den Masse-Ladungs-Verhaltnissen (m/z)
von einfach und mehrfach geladenen Molekilionen, die in den erfassten Massenspektren be-
obachtet wurden. Jeder Ladungszustand erlaubte die Bestimmung eines Wertes fur die Mole-
kilmasse. Somit wurden fur jedes Protein mehrere Molekularmassenwerte (einfach-, zwei-
fach-, dreifach- und vierfach-geladene Massen) erhalten. Der jeweilige Mittelwert wurde zum
Vergleich mit den theoretischen Moleklimassen der Designer-Proteine verwendet, die anhand
der Aminosauresequenzen im Open Source Tool ,PeptideMass” (https://web.expasy.org/pep-
tide_mass/) berechnet wurden.

Die Zuordnung der ISD- und T3-Fragmentspektren wurde mit Hilfe von BioTools (Version 3.2,
Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) durchgefiihrt. Flr die Fragment-lonen wurden in si-
lico m/z-Werte erzeugt und mit den m/z-Werten der in den aufgenommenen Spektren beo-
bachteten Fragmentsignalen verglichen. Dieser Ansatz ermdglichte die Identifizierung der ter-
minalen Aminosauresequenzen sowie die Bestimmung der vorhandenen Modifikationen (Hyd-
roxylierungen).

8.1.2.1.1.2.3 Analyse der molekularen Masse

Die aufgenommenen MALDI-TOF-Massenspektren zeigten molekulare lonensignale fir bis zu
vier Ladungszusténde. Basierend auf den erhaltenen Signalen der Molekil-lonen wurde die
durchschnittliche Molekllmasse der jeweiligen Probe berechnet.

8.1.2.1.1.2.4 In-source decay (ISD) Analyse

Die Sequenzverifikation der Proteintermini erforderte den Einsatz einer speziellen Technik der
Massenspektrometrie, die als In-Source-Decay (ISD) bezeichnet wird. Diese Technik verwen-
det N-terminale (a- und c-Typ) und C-terminale (y- und z-Typ) Fragment-lonen, die aufgrund
eines stark erhéhten Laserenergieniveaus wahrend der lonisierung erzeugt werden. Die Frag-
ment-lonen kdnnen zur Ableitung der terminalen Aminosauresequenzen von Proteinen ver-
wendet werden. Es ist jedoch zu beachten, dass ISD eine ungezielte Technik ist. Es ist nicht
moglich, die Art der erzeugten Fragmente (N- und C-terminale, oder nur N- oder C-terminale)
sowie die Effizienz, mit der sie erzeugt werden, zu beeinflussen. Wenn zwei verschiedene
Verbindungen in einer Probe vorhanden sind, dann werden in der Regel Fragment-lonen bei-
der Spezies detektiert.
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8.1.2.2 Ergebnisse der massenspektrometrischen Analysen diirchgefiihrt am Fraun-
hofer IZI-MWT Halle (Saale)
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Abb. 8-2 MALDI-TOF/TOF MS-Analyse von Hisg-SUMO-Mefp-3 vor und nach der Modifikations-
reaktion mit der mikrobiellen Tyrosinase

Massenspektrum von Hiss-SUMO-Mefp-3 vor (A) und nach der Reaktion (B) mit der mikrobiellen Tyro-
sinase (mTyr). Die Messungen wurden am Fraunhofer IZI-MWT durchgeflhrt. Die zur Bestimmung des
DOPA-Gehaltes verwendeten monoisotopischen Massen des einfach geladenen Molekiil-lons sind ge-
kennzeichnet (nicht-modifiziert: 19089,447 Da, modifiziert: 19259,742 Da).
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Abb. 8-3 MALDI-TOF/TOF MS-Analyse von DP1A

MALDI-TOF/TOF-Massenspektrum von DP1A (Volllangenprotein) zur Bestimmung der intakten Protein-
masse (intact mass analysis). Insgesamt konnten 3 Ladungszustande von DP1A nachgewiesen wer-
den. Die zugehdrigen detektierten monoisotopischen Massen sind in griin hervorgehoben. Zusatzlich
wurde eine zweite Proteoform im Massenspektrum nachgewiesen (schwarz markierte Massensignale),
die jedoch eine hohere Abweichung zur theoretischen Masse von DP1A aufweist. DP1A besitzt eine
theoretische monoisotopischen Masse von 57692,36 Da (bestimmt mit dem Peptide Mass Calculator).

Die Analysen wurden von Dr. Marcel Naumann (Fraunhofer IZ1) durchgefihrt (,Dried-droplet‘-Prapara-
tion mit 75 % DHAP-Matrix, Reflektormodus).
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Abb. 8-4 MALDI-TOF/TOF MS-Analyse der DP1B-Variante

MALDI-TOF/TOF-Massenspektrum der DP1B-Variante zur Bestimmung der intakten Proteinmasse
(intact mass analysis). Die zugehorige detektierten monoisotopische Masse von 34608,109 Da ist her-
vorgehoben. Die DP1B-Variante besitzt eine theoretische monoisotopischen Masse von 34633,14 Da
(bestimmt mit dem Peptide Mass Calculator). Die Analysen wurden von Dr. Marcel Naumann (Fraun-
hofer 1ZI) durchgefuihrt (,Dried-droplet‘-Praparation mit 70 % DHAP-Matrix, Reflektormodus).
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8.1.3 Analysen durchgefuhrt von Frau Dr. Schierhorn (Institut fiir
Biochemie und Biotechnologie, MLU Halle)

Hisg-tag

MGSSHHHHHHGSGLVPRGSAS

Elastin-Block

\Y

PGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGV
GVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVP
GVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVG
VPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGV

GVPGVGVPGVGVPGVGVPGV

Abb. 8-5 Aminosduresequenz von DP1B mit den detektierten Peptiden der ESI-MS/MS-Analyse
nach tryptischen Verdau

Dargestellt ist Aminosauresequenz von DP1B mit den farblich markierten Protein-Blocken (s. Legende).
Zur Vorbereitung auf die ESI-MS/MS-Analyse wurde die zu analysierende Proteinbande aus dem SDS-
PA-Gel ausgeschnitten und extrahiert, auf eine LC-Saule aufgetragen, aufgetrennt und mittels MS de-
tektiert. Nach tryptischen Verdau wurden 2 pL der extrahierten Peptide in ein nanoACQUITY UPLC®
System (Waters) injiziert. Die detektierten Peptide von DP1B aus der MS-Analyse sind hervorgehoben
(unterstrichene Sequenzbereiche).

Tabelle 8-5 Liste der nachgewiesenen DP1B-Peptide nach tryptischen Verdau und anschlieRen-

der ESI-MS/MS-Analyse

i N 2 2 > &<
~

o T2 £ 2 = s =§ =+

o 2 ®Q S 5 S = 58 52

2 = = & 2 g% 8 v 2T 2&

= ] - S5 =] =R o = s C 8 = B3

5 3 g 283 % E8 5%  F3 tP g3

o S8 = Sat o G &2 S8 84 8=

VSDGSSEIFFK 1:TO06 1214,5819 608,299 2 1214,582 19 0,1 100

TTPLR 1:TO09 586,3439 587,3505 1 586,3426 3 -2,2 100

RLMEAFAK 1:T010-011*  Oxidation 980,5113  491,2634 2 980,5109 5 04 100
M(1)

LMEAFAK 1:T011* Oxidation 824,4102 413,2128 2 824,4097 11 -0,6 100
M(1)

EAFAK 1:T011*/y5 564,2908 565,2976 1 564,2897 4 -1,9 100

MEAFAK 1:T011*/y6* Oxidation 711,3261 712,3323 1 711,3244 5 -2,4 100
M(1)

FLYDGIR 1:T015 882,46 442,2379 2 882,46 9 0 100

YDGIR 1:T015/y5 622,3075 623,3142 1 622,3063 4 -1,9 100

LYDGIR 1:T015/y6 735,3915  736,3979 1 735,39 3 2 100

IQADQTPEDLDMEDNDIIEAHR  1:TO16* Oxidation 2583,1394 862,056 3 2583,1443 35 1,9 95,3
M(1)

IQADQTPEDLDMEDNDIIEAHR  1:TO16* Oxidation 2583,1394 862,0544 3 2583,1394 4 0 4,7
M(1)

PEDLDMEDNDIIEAHR 1:T016*/y16*  Oxidation 1926,8265 643,2847 3 1926,8304 13 2 100
M(1)

ADQTPEDLDMEDNDIIEAHR 1:T016*/y20*  Oxidation 2341,9968 1172,0045 2 2341,9932 4 -1,5 100
M(1)

YGGGNYNR 1:T019 899,3885 450,7013 2 899,3868 9 -1,9 100

GGNYNR 1:T019/y6 679,3038 680,3097 1 679,3018 5 -2,9 100

GGGNYNR 1:T019/y7 736,3253 737,3305 1 736,3226 5 -3,7 100
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Hisg-tag

MGSSHHHHHHGSGLVPRGSAS

Elastin-Block

VP

GVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVG
VPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGV
GVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVP
GVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVG

VPGVGVPGVGVPGVGVPGV

Abb. 8-6 Aminosduresequenz von DP1B mit den detektierten Peptiden der ESI-MS/MS-Analyse
nach dem Verdau mit Trypsin und Chymotrypsin

Dargestellt ist Aminosauresequenz von DP1B mit den farblich markierten Protein-Blocken (s. Legende).
Zur Vorbereitung auf die ESI-MS/MS-Analyse wurde die zu analysierende Proteinbande aus dem SDS-
PA-Gel ausgeschnitten und extrahiert, auf eine LC-Saule aufgetragen, aufgetrennt und mittels MS de-
tektiert. Nach dem Verdau mit Trypsin und Chymotrypsin (schneidet C-Terminal von Tyr, Phe und Trp)
wurden 2 L der extrahierten Peptide in ein nanoACQUITY UPLC® System (Waters) injiziert. Die detek-
tierten Peptide von DP1B aus der MS-Analyse sind hervorgehoben (unterstrichene Sequenzbereiche).

Tabelle 8-6 Liste der nachgewiesenen DP1B-Peptide nach dem Verdau mit Trypsin und Chy-
motrypsin und anschlieBender ESI-MS/MS-Analyse

g n e 2 R
~
o =2 £ g = s =8 =xs
@ 2 "9 o = 3 = 52 52
2 = = 3 2 g% 2 v 2+ &
= ] - S B =] = = s C = = s T
3 E g $5% 58 EE 52 5P 53
o S8 = a2 & G &8 S8 84& 8=
VSDGSSEIF 1:CT006 939,419 940,426 1 939,418 5 - 100
0,5
VSDGSSEIFF 1:CT006-007 1086,487 1087,492 1 1086,4841 3 - 100
2,6
RLMEAF 1:CT012-013* Oxidation 781,379 782,386 1 781,3785 3 - 100
M(1) 0,9
LMEAF 1:CT013* Oxidation 625,278 626,285 1 625,2767 7 - 100
M(1) 2,2
LMEAFAK 1:CT013-014* Oxidation 824,410 413,213 2 824,4101 4 - 100
M(1) 0,1
FLY 1:CT018-019 441,226 442,235 1 441,2266 3 0,5 100
IQADQTPEDLDMEDNDIIEAHR ~ 1:CT021* Oxidation 2583,139 862,055 3 2583,1396 28 0,1 100
M(1)
PEDLDMEDNDIIEAHR 1:CT021*/y16*  Oxidation 1926,827 643,284 3 1926,8282 10 0,9 100
M(1)
EQIGGADY 1:CT022 851,366 852,374 1 851,3658 3 - 100
0,4
EQIGGADYY 1:CT022-023 1014,429 1015,436 1 1014,4279 6 - 100
1,5
GPPR 1:CT025 425,239 426,246 1 425,2376 5 - 100
2,4
YGGGNY 1:CT027-028 629,245 630,251 1 629,2428 5 - 56,9
2,7
YGGGNY 1:CT027-028 629,245 630,252 1 629,2437 4 - 43,1
1,3
YGGY 1:CT035-036 458,18 459,187 1 458,179 4 - 51
2,4
YGGY 1:CT035-036 458,18 459,187 1 458,1791 3 49
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8.2 Erganzende Ergebnisse
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Abb. 8-7 SDS-PAGE-Analyse der Expression von pET28a_Mefp3_SD in E. coliBL21 (DE3) pLysS.

12,5 %iges SDS-PA-Gel der 1/0ODeoo-Proben vor (-) und nach (+) den verschiedenen Induktionszeiten
(2 h — 5,5 h). Aufgetragen wurden 10 pL Probe und 5 pL Marker (M, PageRuler™ fir SDS-PAGE-
Analyse: Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific). Ind: Induktion (+) oder keine Induk-
tion (-). tina: Zeit nach der Induktion in Stunden. Das Zielprotein Hise-SUMO-Mefp-3 (=) ist gekennzeich-
net (theoretisches Molekulargewicht: 19,2 kDa). Durch den SUMO-Anteil lauft das Zielprotein bei ca.
24 kDa.
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Abb. 8-8 Chromatografische Reinigung von Hisg-SUMO-Mgfp-3 aus E. coli BL21 (DE3) pLysS

A) Chromatogramm der IMAC zur Reinigung der Hise-SUMO-Mgfp-3. Absorptionssignal bei 280 nm in
mAU (schwarz), Leitfahigkeit in mS/cm (blau) und der Elutionsgradient (Puffer B in %) (grun). Puffer A:
10 mM Tris-HCI, 100 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl (pH 8,0). Puffer B: 10 mM Tris-HCI, 100 mM
Natriumphosphat, 300 mM NacCl, 1 M Imidazol (pH 8,0). DL — Durchlauf, W1 — Waschfraktion 1, W2 —
Waschfraktion 2, E1 — Elutionsfraktion 1 (verunreinigtes Zielprotein), E2 — Elutionsfraktion 2 (reines
Zielprotein). B — 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem
Reinigungsverlauf der IMAC. M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo
Scientific), RE —Rohextrakt, P — Unlésliche Fraktion/Zellpellet, DL — Durchlauf, W1 — Waschfraktion 1,
W2 — Waschfraktion 2, E1 — vereinte Elutionsfraktion 1 (verunreinigtes Zielprotein), E2 — vereinte Eluti-
onsfraktion 2 (reines Zielprotein). Es wurden 20 ug vom RE und DL, und 10 yL der anderen Proben
(aus einer 1:3 Verdinnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 yL Marker (M, PageRuler™, Unstained
Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific) aufgetragen. Das Zielprotein Hiss-SUMO-Mgfp-3 ist ge-
kennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 19 kDa).
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A) SDS-PAGE B) NBT-Firbung
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Abb. 8-9 Enzymatischer Verdau von Hisg-SUMO-Mgfp-3 und Modifikation von Mgfp-3 mit Hilfe
der mikrobiellen Tyrosinase (mTyr)

SDS-PAGE Analyse (A) und NBT-gefarbter Western-Blot (B) vor und nach enzymatischen Verdau von
Hise-SUMO-Mgfp-3 mit der SUMO-Protease fir 2 h bei 30 °C und Modifikation von Mgfp-3 mit der mik-
robiellen Tyrosinase (mTyr) bei 25 °C fir 5 h. 1 — Hise-SUMO-Mgfp-3 vor SUMO-Abspaltung, 2 — Nach
SUMO-Protease Verdau & mTyr Reaktion (one-pot Reaktion), 3 — Uberstand nach Zentrifugation (ent-
halt Hise-SUMO & mTyr), 4 — Resolubilisiertes Pellet nach Zentrifugation in 50 % HAc (enthalt modifi-
ziertes Mgfp-3). Aufgetragen wurden 3 ug Protein 5 yL Marker (M, PPL Prestained Protein Ladder,
Thermo Scientific). Die Proteine sind gekennzeichnet: Hise-SUMO-Mgfp-3 (18,99 kDa), Hiss-SUMO
(13,4 kDa) und Mgfp-3 (5,59 kDa).

A) B) Léslichkeitsverteilung
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Abb. 8-10 SDS-PA-Gele zur heterologen Expression von DP1A und DP1B in E. coli BW3110 in
TB-Medium bei 25 °C und Loéslichkeitsverteilung nach Zellaufschluss

A) 12,5 %iges SDS-PA-Gel der 1/0ODeoo-Proben vor (-) und nach (+) den verschiedenen Induktionszei-
ten (2 h — 22 h). Die Kultivierung von E. coli BW3110 pJOE_DP1A und pJOE_DP1B erfolgte in TB Me-
dium bei 37 °C unter Schutteln. Zur Induktion mit 5 mM Rhamnose wurde die Temperatur auf 25 °C
herabgesetzt. Aufgetragen wurden 10 yL Probe und 5 yL Marker (M, PageRuler™, Unstained Low
Range Protein Ladder, Thermo Scientific). M — Marker, v.l. — 1/0ODsoo0 Probe vor Induktion, 2h — 2 h
nach der Induktion, 4 h — 4 h nach der Induktion, 22 h — 22 h nach der Induktion. Es wurden Proben mit
und ohne Induktion analysiert: "+" 5 mM Rhamnose und "-" keine Induktion. B) Ldslichkeitsverteilung
von DP1A und DP1B nach Zellaufschluss in Resuspensionspuffer (10 mM Tris-HCI, 100 mM Natriump-
hosphat, 1 mM PMSF; pH 8.0) und Zentrifugation: RE — Rohextrakt/Ldsliche Fraktion, P — Unl&sliche
Fraktion/Zellpellet. Aufgetragen wurden 20 ug RE und 5 yL Marker (M, PageRuler™, Unstained Low
Range Protein Ladder, Thermo Scientific). Die Zielproteine DP1A und DP1B sind gekennzeichnet (the-
oretisches Molekulargewicht DP1A: 57,9 kDa; DP1B: 57,4 kDa).
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Abb. 8-11 Chromatografische Reinigung von DP1A aus E. coli BW3110

12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf
der IMAC (His-Gravi-Traps, GE Healthcare). M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein
Ladder, Thermo Scientific), RE —Rohextrakt, P — Unldsliche Fraktion/Zellpellet, DL — Durchlauf, W —
Waschfraktion, E1 bis E3 — Elutionsfraktionen. Schritte der Elution: 1 — 500 mM Imidazol, 2 — 1 M Imida-
zol, 3—1 M Imidazol + 6 M Harnstoff. Es wurden 20 ug vom RE und DL, und 10 uL der anderen Proben
(aus einer 1:3 Verdiinnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 uL Marker aufgetragen. Das Zielprotein
DP1A ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 57,9 kDa).
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Abb. 8-12 Chromatografische Reinigung (1. IMAC) von DP1A aus E. coli BW3110

A) Chromatogramm der 1. IMAC zur Reinigung von DP1A. Absorptionssignal bei 280 nm in mAU
(schwarz), Leitfahigkeit in mS/cm (blau) und der Elutionsgradient (Puffer B in %) (grun). Puffer: A —
10 mM Tris-HCI, 100 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl (pH 8,0); B1 — 10 mM Tris-HCI, 100 mM Nat-
riumphosphat, 300 mM NacCl, 1 M Imidazol (pH 8,0); B2 — 10 mM Tris-HCI, 100 mM Natriumphosphat,
300 mM NaCl, 1 M Imidazol, 6 M Harnstoff (pH 8,0). DL — Durchlauf, W — Waschfraktion, 1 bis 7 —
Elutionsfraktionen. B — 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus
dem Reinigungsverlauf der 1. IMAC. M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder,
Thermo Scientific), RE — Rohextrakt, P — Unlédsliche Fraktion/Zelltrimmer, DL — Durchlauf, W — Wasch-
fraktion, E1 bis E7 — Elutionsfraktionen. Es wurden 20 ug RE und DL, und 10 pyL der anderen Proben
(aus einer 1:3 Verdinnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 yL Marker aufgetragen. Das Zielprotein
DP1A ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 57,9 kDa).
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Tabelle 8-7 Zusammenfassung der Vorversuche zum ITC zur Ermittlung der besten Bedingung
fiir die Reinigung von DP1B. Die Bewertung (+) erfolgte durch die qualitative Analyse der Ban-
denintensitat von DP1B in der SDS-PAGE und im WB. Puffersystem: 100 mM NaH.PO,, 10 mM
TRIS, 300 mM NacCl (pH 8,0).

Parameter Bewertung Beste Bedingung
26 +
30 ++
Ubergangs- 32 | ++ 40°C
Temperatur Tt (°C) 34 +++
36 +++
40 ++++
0 +
KCI-K trati 025 |+
-Konzentration
. ) 0,5 | ++++ 0,5 M KCI
(M) im 1. Cycling 0.75 | +++
1 ++
0 +++
0,25 | ++++
KCI-Konzentration
. . 0,5 | +++ 0,25 M KCI
(M) im 2. Cycling 0.75 | ++
1 +
15 ++
Inkubationsdauer bei Tt 20 . 20 min
(min) 40 ++++
15 | + . o e -
Zentrifugationszeit bei Tt 20 | ++ 40 min (bei 40°C) fur volistandigen
(min) Ubergang von DP1B notwendig
40 ++++

1. Zyklus 2. Zyklus
kba M RE P 0Us, R, US, U, R,

116 —

66.2 —|
B — DP1B
45,0 —|
35.0
—
25.0 —
2

18.4 —|

14.4 —
-

P
%

5 6 7 8

1 3

Abb. 8-13 Reinigung von DP1B aus 1,5 g E. coli BW3110 BFM mittels Inverse transition cycling
(ITC)

A — 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungs-
verlauf des ITC. M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific),
RE —Rohextrakt, P — Unlésliche Fraktion/Zellpellet, US» — Uberstand nach n-ten Zyklus (enthalt E. coli-
eigene Proteine), Un — Unl6sliche Fraktion nach n-ten Zyklus (enthalt E. coli-eigene Proteine), Rn — Re-
solubilisiertes Pellet nach n-ten Zyklus (enthélt Zielprotein DP1B). Auftragung: 20 ug vom RE und US,,
15 yL der anderen Proben (aus einer 1:2 Verdinnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 yL Marker.
Die GroRe des zu erwartenden Zielproteins DP1B ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht:
57,4 kDa).
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Abb. 8-14 Testung des Protease-Inhibitors DFP wahrend der chromatografischen Reinigung von
DP1A im kleinen MaRstab und Einfluss von DFP auf die Stabilitdt von DP1A im Rohextrakt

A) SDS-PAGE-Analyse der Reinigung von DP1A mittels His-Gravity-Columns in Gegenwart von PMSF
und Diisopropylfluorphosphat (DFP). B) Western-Blot Analyse des Stabilitatstests von DP1A mit und
ohne Zugabe von DFP zum Rohextrakt. RE — Rohextrakt, E1 — Elutionsfraktion 1, E2 — Elutionsfraktion
2, M — Marker. Aufgetragen wurden 5 pL Marker, 20 ug Rohextrakt und 5 ug der Elutionsfraktionen. Das
Zielprotein DP1A (theoretisches Molekulargewicht: 57,4 kDa) sowie die Fragmente des Zielproteins sind

gekennzeichnet.

A) kDa Kontrolle I Expressionskultur
Ind. M Oh 2h 4h ZOhIOh 1h 2h 3h 4h 20h M
66.2 —
45.0
35.0
25.0—
18.4 —
B) kDa Kontrolle (-IPTG) Expressionskultur (+IPTG)
Ind. M Oh 4h 20h | Oh 1h 2h 3h 4h 20h
72.0
55.0 e d— — DP1A
430~ -
u - — — —DP1A-Fragmente
26.0 — -
17.0 4 W= |— DP1A-Fragmente
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 8-15 Ergebnisse zur heterologen Produktion von DP1A im SK in TB-Medium in E. coli BL21
(DE3) pLysS

A) SDS-PAGE-Analyse. B) Western-Blot Analyse. Untersucht wurden die 1/ODeoo-Proben ohne (-) und
mit (+) IPTG zu den verschiedenen Zeitpunkten (0 h — 20 h). Aufgetragen wurden 10 pL Probe und 5 yL
Marker (M, PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder oder PPL Prestained Protein Ladder,
Thermo Scientific). Das Zielprotein DP1A (theoretisches Molekulargewicht: 57,4 Da) sowie die DP1A-
Fragmente im WB sind gekennzeichnet.
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Abb. 8-16 Untersuchungen des Einflusses des Produktionsstammes auf die Stabilitdit von DP1A
im Rohextrakt nach Zellaufschluss

Western-Blot Analyse des Stabilitatstests von DP1A produziert in E. coli BW3110 und E. coli BL21
(DE3) Gold pLysS auf Eis (~ 4 °C) und bei RT im Rohextrakt. 1/0D — 1/ODeoo-Proben zum Zeitpunkt
der Zellernte, Oh — RE nach Zellaufschluss, 5h — 5 h Inkubation bei der jeweiligen Temperatur, RT —
Raumtemperatur, K— RE aus dem Leerstamm E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS, M — Marker. Aufgetragen
wurden 5 yL Marker, 10 yL der 1/0OD-Proben und Rohextrakt (30 ug Proteinmenge). Das Zielprotein
DP1A (theor. Molekulargewicht: 57,4 kDa) sowie die Fragmente des Zielproteins sind gekennzeichnet.
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g10q & 35.o—~.";-...
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O g ¢ S
] 8 i = :
& _] — 2
61 P B0 ~S 8=
g1 8
2] ’.,Z.J. 18.4 —|
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0 2 4 6 8 10 12 14 18 18 20 22 12 3 456 7 8 9 10111213141

Zeit (h)

Abb. 8-17 Ergebnisse zur heterologen Produktion von DP2 in E. coli BL21 (DE3) pLysS mit dem
Expressionsvektor pET28a_DP2 (KanR+CmR) bei 25 °C und 37 °C in TB-Medium

A — Wachstumskurve von E. coli BL21 (DE3) pLysS unter der getesteten Expressionsbedingung in TB-
Medium. Genkennzeichnet ist der Zeitpunkt der Temperaturreduktion auf 25 °C. Induktion bei 25 °C
(blaue Kurven), Induktion bei 37 °C (rote Kurven). Nach Erreichen der Zieltemperatur wurde die Induk-
tion mit 1 mM IPTG gestartet. B— SDS-PAGE Analyse der 1/0Deoo-Proben ohne (-) und mit (+) Induktion
zu den verschiedenen Zeitpunkten (1 h — 20 h). Aufgetragen wurden 10 yL Probe und 5 pL Marker (M,
PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific). Das Zielprotein DP2 ist ge-
kennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 67,3 kDa).
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Abb. 8-18 Messungen des thermisch induzierten strukturellen Ubergangs der DP1A-Variante
(nicht-modifiziert — griin, modifiziert — blau) mittels nanoDSF zur Ermittlung der Ubergangs-tem-
peraturen (Ty)

Vergleichend wurde die Veranderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz der DP1A-Variante
(grine Kurven, s. Legende) und der modifizierten DP1A-Variante (blaue Kurven, s. Legende) analysiert.
Untersucht wurde sowohl die Heiz- als auch die Abkihlphase im Temperaturbereich von 15 — 95 °C mit
einer Temperaturrampe von 1 °C/min im ITC-Puffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NacCl;
pH 8,0). Fur die Messungen wurde eine Anregung von 45 % gewahlt. Alle Proben wurden in Triplikaten
(n = 3) gemessen. A) Aufgetragen ist das Fluoreszenzverhdltnis der beiden Wellenlangen
(Fss0 nm/F330nm) gegen die Temperatur. B) Auftragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A
gegen die Temperatur. Aus den lokalen Extrema kdnnen die Ubergangstemperaturen (T:) ermittelt wer-
den (Angabe der gemittelten Tt aus n = 3 in der Abb.). C) Auftragung der Streuung in mAU gegen die
Temperatur. Daraus lasst sich der Beginn der Aggregation (Tstart) ablesen (Angabe der gemittelten Tstart
aus n = 3 in der Abb). Die Auswertung erfolgte mit der Software ,PR.ThermControl“ (NanoTemper Tech-
nologies).
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Abb. 8-19 Messungen des thermisch induzierten strukturellen Ubergangs der DP1B-Variante
(nicht-modifiziert — griin, modifiziert — blau) mittels nanoDSF zur Ermittlung der Ubergangs-tem-
peraturen (Ty)

Vergleichend wurde die Veranderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz der DP1B-Variante
(griine Kurven, s. Legende) und der modifizierten DP1B-Variante (blaue Kurven, s. Legende) analysiert.
Untersucht wurde sowohl die Heiz- als auch die Abkiihlphase im Temperaturbereich von 15 — 95 °C mit
einer Temperaturrampe von 1 °C/min im ITC-Puffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NacCl;
pH 8,0). Fir die Messungen wurde eine Anregung von 100 % gewahlt. Alle Proben wurden in Triplikaten
(n = 3) gemessen. A) Aufgetragen ist das Fluoreszenzverhaltnis der beiden Wellenlangen
(Fsso nm/F330nm) gegen die Temperatur. B) Auftragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A
gegen die Temperatur. Aus den lokalen Extrema kénnen die Ubergangstemperaturen (T:) ermittelt wer-
den (Angabe der gemittelten Tt aus n = 3 in der Abb.). C) Auftragung der Streuung in mAU gegen die
Temperatur. Daraus lasst sich der Beginn der Aggregation (Tstart) ablesen (Angabe der gemittelten Tstart
aus n = 3 in der Abb). Die Auswertung erfolgte mit der Software ,PR.ThermControl“ (NanoTemper Tech-
nologies).
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Abb. 8-20 Messungen des thermisch induzierten strukturellen Ubergan__gs von DP2 (nicht-modi-
fiziert — griin, modifiziert — blau) mittels nanoDSF zur Ermittlung der Ubergangs-temperaturen

(Te)

Vergleichend wurde die Veranderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz von DP2 (griine Kur-
ven, s. Legende) und modifiziertem DP2 (blaue Kurven, s. Legende) analysiert. Untersucht wurde so-
wohl die Heiz- als auch die Abkiihlphase im Temperaturbereich von 15 — 95 °C mit einer Temperatur-
rampe von 1 °C/min im ITC-Puffer (10 mM NaH2PO4, 200 mM NaCl; pH 8,0). Fir die Messungen wurde
eine Anregung von 60 % gewahlt. Alle Proben wurden in Triplikaten (n = 3) gemessen. A) Aufgetragen
ist das Fluoreszenzverhaltnis der beiden Wellenlangen (Fsso nm/F330nm) gegen die Temperatur. B) Auf-
tragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A gegen die Temperatur. Aus den lokalen Ext-
rema konnen die Ubergangstemperaturen (T:) ermittelt werden (Angabe der gemittelten Traus n = 3 in
der Abb.). C) Auftragung der Streuung in mAU gegen die Temperatur. Daraus Iasst sich der Beginn der
Aggregation (Tstart) ablesen (Angabe der gemittelten Tstart aus n = 3 in der Abb). Die Auswertung erfolgte
mit der Software ,PR.ThermControl“ (NanoTemper Technologies).
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Abb. 8-21 Messungen des thermisch induzierten strukturellen Ubergangs von Mefp-3 (nicht-mo-
difiziert — griin, modifiziert — blau) mittels nanoDSF

Vergleichend wurde die Veranderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz von Mefp-3 (griine
Kurven, s. Legende) und modifiziertem Mefp-3 (blaue Kurven, s. Legende) analysiert. Untersucht wurde
sowohl die Heizphase als auch die Abkihlphase im Temperaturbereich von 15 — 95 °C mit einer Tem-
peraturrampe von 1 °C/min im ITC-Puffer (10 mM NaH2PO4, 200 mM NaCl; pH 8,0). Fur die Messungen
wurde eine Anregung von 100 % gewabhlt. Alle Proben wurden in Triplikaten (n = 3) gemessen. A) Auf-
getragen ist das Fluoreszenzverhaltnis der beiden Wellenlangen (F3so nm/F330 nm) gegen die Temperatur.
B) Auftragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A gegen die Temperatur. Aus den lokalen
Extrema koénnen die Ubergangstemperaturen (T:) ermittelt werden. C) Auftragung der Streuung in mAU
gegen die Temperatur. Daraus lasst sich der Beginn der Aggregation (Tstrt) ablesen. Die Auswertung
erfolgte mit der Software ,PR.ThermControl“ (NanoTemper Technologies).
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Abb. 8-22 Messungen des thermisch induzierten strukturellen Ubergangs von Mgfp-3 (nicht-mo-
difiziert — griin, modifiziert — blau) mittels nanoDSF

Die Messungen erfolgten am nanoDSF-Gerat der Firma NanoTemper Technologies GmbH (Prome-
theus NT.48). Untersucht wurde sowohl die Heiz- als auch die Abkihlphase im Temperaturbereich von
15 — 95 °C mit einer Temperaturrampe von 1 °C/min. Fir die Messungen wurde eine Anregung von 45
% gewahlt. Vergleichend ist die Veranderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz von Mgfp-3
(griine Kurven, s. Legende) und modifiziertem Mgfp-3 (blaue Kurven, s. Legende) aufgetragen. A) Die
Verschiebung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz von Mgfp-3 wurde bei zwei Wellenlangen, 330
und 350 nm, aufgenommen. Das Fluoreszenzverhaltnis der beiden Wellenlangen wurde gegen die
Temperatur aufgetragen. B) Auftragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A gegen die
Temperatur. C) Auftragung der Streuung in mAU. Alle Proben wurden in Triplikaten (n = 3) gemessen.
Die Auswertung erfolgte mit der Software ,PR.ThermControl* (NanoTemper Technologies).
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Tabelle 8-8 Zusammenfassung der gemittelten Startfluoreszenzen der Designer-Proteine mittels
nanoDSF (engl. Differential scanning fluorimetry). Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei Messun-
gen (n = 3). Eingesetzt wurden jeweils 0,2 mg/mL jeder Proteinvariante.

Protein Startfluoreszenz bei 330 nm Startfluoreszenz bei 350 nm
(counts*mm) (counts*mm)
1 2 3 [%] 1 2 3 [%]
Mefp-3 600,54 601,91 595,22 599,2 683,38 684,94 680,00 682,8
mod. Mefp-3 | 499,12 499,90 499,10 499.4 568,73 567,74 566,52 567,7
Mgfp-3 904,38 897,80 949,78 917,3 | 1037,01 1027,96 1068,63 1044,5

mod. Mgfp-3 | 727,52 754,55 724,70 735,6 778,39 798,14 778,78 785,1

DP1A- 73935 76664 75051 7522 | 79662 83043 807,93 8117
Variante

mod. DP1A- | »pe 00 25021 24052 2519 | 27176 28081 258,05  270,2
Variante

DP1B- 56599 59381 54891 569,6 | 43464 45724 42844 4401

Variante

\”/‘:r‘i’éri? B- | 43042 42766 27520 3778 | 33317 328,87 35221 3381

DP2 1543.08 152633 151586 1528,4 | 123307 122416 121854 12253
mod. DP2 189.52 180,51 18043 1835 | 21073 20357 20123 2052

mod. — modifiziert (Hydroxylierung der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA)

—=— 0,1 mg/mL
—e— 0,2 mg/mL
—4a— 0,4 mg/mL

-
o
1 o
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Abb. 8-23 Einfluss der Proteinkonzentration auf die Verteilung der PartikelgroRe der DP1A-
Variante

Die Messungen erfolgten am ZetaSizer Nano ZS (Malverin Instruments) bei 25 °C und wurden mit Eike
Busmann (AG Prof. Mader, MLU Halle) durchgefiihrt. Das Protein lag in 10-fach verdiinntem ITC-Puffer
(1 mM Tris-HCI, 10 mM NaH2PO4, 30 mM NaCl; pH 8.0) vor. Die Messungen in 1-fachen ITC-Puffer
waren nicht verwertbar, da die Proteine bereits stark agglomeriert vorlagen und der PDI (Polydispersi-
tatsindex) sehr hoch war. Die Partikelgrofenverteilung (nm) nach der Intensitat zeigt, dass die DP1A-
Variante bei den untersuchten Proteinkonzentrationen in 10-fach verdinntem ITC-Puffer (0,1 mg/mL —
schwarze Kurve; 0,2 mg/mL — rote Kurve und 0,4 mg/mL — blaue Kurve) eine mittlere Partikelgré3e dn
von ca. 105 nm aufweist. Die dargestellten ZetaSizer™-Daten (iberschneiden sich unabhangig von der
eingesetzten Proteinkonzentration nahezu vollstdndig. Allerdings sind fur eine Konzentration von
0,4 mg/mL grolere Aggregate unter den Versuchsbedingungen nachweisbar. Die Partikelgrée wurde
in drei unabhangigen Messungen untersucht (n = 3). Zur besseren Veranschaulichung wird jeweils 1
Kurve pro Konzentration gezeigt. Die Ergebnisse aller Messungen sind in Tabelle 8-9 zusammenge-
fasst.
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Tabelle 8-9 Zusammenfassung der Ergebnisse der DLS Messungen am ZetaSizer Nano ZS (Mal-
verin Instruments) bei 25 °C durchgefiihrt von Eike Busmann (AG Prof. Mader, MLU Halle). Das
Protein lag in 10-fach verdiinntem ITC-Puffer (1 mM Tris-HCI, 10 mM NaH2PO4, 30 mM NacCl; pH
8.0) vor. Untersucht wurde die PartikelgroBe der DP1A-Variante bei folgenden Proteinkonzentra-
tionen: 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL und 0,4 mg/mL. Gezeigt sind die Ergebnisse aus drei Messungen
(n=3).

Konzentration der 0,1 0,2 04

DP1A-Variante

(mg/mL)

n 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Z-Average (d.nm) 103 101,4 102,6 104,3 104 102,14 110,2 108,6 112,7
PDI (-) 0,199 0,182 0,205 0,165 0,176 0,187 0,338 0,404 0,417
Zeta-Potenzial (mV) -12,1 -104 -9,19 -48 -541 -6,05 -3,85 -559 -4,98

Leitfahigkeit (mS/cm) 867 898 907 573 59 6,01 578 598 6,04

-500 -
—~~
N ' "
= i |
w— -1000 4 3 | , ——0,05 mg/mL_1
< i E ——0,05 mg/mL_2
: : ——0,05 mg/mL_3
%) ——0,1 mg/mL_1
2 5 L A
=1 =1 V= — 0,1 mg/mL_.
-1500 — © S E —0,2 mg/mL_1
S a 12 ——0,2mg/mL_2
E 53 s ——0,2mg/mL_3
E :g c 5 ——0,4 mg/mL_1
(£ ; % o ——0,4 mg/mL_2
a 1= ——0,4mg/mL_3
-2000 = T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit (min)

Abb. 8-24 Abhangigkeit der Frequenzanderung von der Proteinkonzentration der DP1A-Variante
wdhrend der QCM-Messung

Frequenzplot zum Vergleich der Proteinadsorption der DP1A-Variante an SiO2-Sensoren bei unter-
schiedlichen Proteinkonzentrationen der Stammldsung (s. Legende: 0,05 mg/mL — graue Kurven;
0,1 mg/mL — rote Kurven; 0,2 mg/mL — blaue Kurven; 0,4 mg/mL — griine Kurven). Gezeigt sind die
Frequenzplots aus drei unabhangigen Messungen (n = 3). Die Messungen lassen sich in drei Schritte
unterteilen: 1 — Aquilibrierung des Sensors mit PBS, 2 — Proteinapplikation, 3 — Finaler Waschschritt mit
PBS. Die finalen Frequenzanderungen (Af) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz
jeder Messung. Die Resultate aller Messungen sind Tabelle 3-11 (S. 99) zu entnehmen.
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Abb. 8-25 Abhangigkeit der Frequenzanderung von der Applikationszeit der DP1A-Variante wah-
rend der QCM-Messung

Frequenzplot zum Vergleich der Proteinadsorption der DP1A-Variante an SiO2-Sensoren wahrend einer
Applikationszeit von 10 min (blaue Kurven) und 30 min (griine Kurven). Gezeigt sind die Frequenzplots
aus drei unabhangigen Messungen (s. Legende, n = 3). Die Messungen lassen sich in drei Schritte
unterteilen: 1 — Aquilibrierung des Sensors mit PBS (fiir die beiden Applikationszeiten identisch), 2 —
Proteinapplikation (fiir die beiden Applikationszeiten farblich gekennzeichnet), 3 — Finaler Waschschritt
mit PBS (fir die beiden Applikationszeiten farblich gekennzeichnet). Die finalen Frequenzénderungen
(Af) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz jeder Messung. Die Resultate aller Mes-
sungen sind Tabelle 3-12 (S. 100) zu entnehmen.
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——15°C_2 ——25°C_2 35°C_2
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0 ===
-100-
-200 - : %ﬁ
TIxT 1 [of
=-300- i
S
-400 i@ A
{e s g
50048 £ iz
60015 5 K
S 'i T = T T T T T T T T 1
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Zeit (min)

Abb. 8-26 Abhangigkeit der Frequenzdnderung von der Temperatur wahrend der QCM-Messung

Frequenzplot zum Vergleich der Proteinadsorption der DP1A-Variante an SiO2-Sensoren zu verschie-
denen Messtemperaturen: 15 °C (graue Kurven), 25 °C (griine Kurven) und 35 °C (blaue Kurven). Ge-
zeigt sind die Frequenzplots aus drei unabhangigen Messungen je Temperatur (s. Legende, n = 3). Die
Messungen lassen sich in drei Schritte unterteilen: 1 — Aquilibrierung des Sensors mit PBS, 2 — Pro-
teinapplikation, 3 — Finaler Waschschritt mit PBS (bis zum Erreichen einer stabilen Frequenz). Die fina-
len Frequenzanderungen (Af) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz jeder Mes-
sung. Die Resultate aller Messungen sind Tabelle 3-13 (S. 102) zu entnehmen.
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Abb. 8-27 Untersuchungen zum Einfluss von Essigséaure auf die SiO.-Sensoroberflache wahrend
der QCM-Messung

Frequenzplots zum Vergleich des Einflusses von Essigsaure (HAc) auf die SiO2-Sensoroberflache wah-
rend der Proteinadsorption von Mgfp-3. A — 25 % HAc, B — 5 % HAc. Die Frequenzplots sind in den
entsprechenden Farben dargestellt (s. Legende). Die Messungen lassen sich in drei Schritte unterteilen:
1 — Aquilibrierung des Sensors mit PBS, 1* — Aquilibrierung des Sensors mit 5 % HAc, 2 — Proteinappli-
kation (Mgfp-3 gelost in 25 % HAc), 3 — Finaler Waschschritt mit PBS (bis zum Erreichen einer stabilen
Frequenz). Die finalen Frequenzanderungen (Af) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfre-
quenz jeder Messung: A — fas% Hac = 4,22 Hz; fmod. Mgfp-3 = 33,64 Hz. B — fswrac = 1,3 Hz; fugmps =
19,61 Hz; fmod. Mgfp-3 = 27,37 Hz.
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Abb. 8-28 Dissipationsverhalten der Kontrollen BSA und MAPTrix™ an eine SiO2-Sensoroberfla-
che

Dissipationsverhalten (AD) der Kontrollen zur Bestimmung der viskoelastischen Eigenschaften wahrend
einer Applikationszeit von 10 min, einer Flussrate von 60 uL/min bei 25 °C. A — Negativkontrolle BSA,
B — Positivkontrolle MAPTrix™. Es wurden drei unabhangige Messungen durchgefiihrt (n = 3). Die Fre-
quenz- und Dissipationsplots sind in den entsprechenden Farben dargestellt (s. Legende). Die Messung
lasst sich in drei Schritte unterteilen: 1 — Aquilibrierung des Sensors mit PBS, 1* — Aquilibrierung des
Sensors mit 5 % HAc bei MAPTrix™, 2 — Proteinapplikation, 3 — Finaler Waschschritt mit PBS.
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Abb. 8-29 Dissipationsverhalten der MuschelfuBproteine Mefp-3 und Mgfp-3 an eine SiO2-Sen-
soroberflache

Vergleichend ist das Dissipationsverhalten (AD) der adhasiven Einzelblécke Mefp-3 und Mgfp-3 zur
Bestimmung der viskoelastischen Eigenschaften wahrend einer Applikationszeit von 10 min, einer
Flussrate von 60 uL/min bei 25 °C gezeigt. A — Mefp-3, B — mod. Mefp-3, C — Mgfp-3, D — mod. Mgfp-
3. Die jeweilige modifizierte Proteinvariante (Modifikation durch Hydroxylierung der enthaltenen Tyr zu
DOPA mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase) wurde ebenfalls untersucht und ist in einem Frequenzplot
mit gleicher Skalierung dargestellt. Es wurden drei unabhangige Messungen durchgefiihrt (n = 3). Die
Frequenz- und Dissipationsplots sind in den entsprechenden Farben dargestellt (s. Legende). Die Mes-
sung lasst sich in vier Schritte unterteilen: 1 — Aquilibrierung des Sensors mit PBS, 1* — Aquilibrierung
des Sensors mit 5 % HAc, 2 — Proteinapplikation, 3 — Finaler Waschschritt mit PBS.
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Abb. 8-30 Dissipationsverhalten der Designer-Proteine DP1A-Variante und DP2 an eine SiO;-
Sensoroberflache

Vergleichend ist das Dissipationsverhalten (AD) der Designer-Proteine zur Bestimmung der viskoelas-
tischen Eigenschaften wahrend einer Applikationszeit von 10 min, einer Flussrate von 60 uL/min bei
25 °C gezeigt. A — DP1A-Variante, B — mod. DP1A-Variante, C — DP2, D — mod. DP2. Die jeweilige
modifizierte Proteinvariante (Modifikation durch Hydroxylierung der enthaltenen Tyr zu DOPA mit Hilfe
der mikrobiellen Tyrosinase) wurde ebenfalls untersucht und ist in einem Frequenzplot mit gleicher Ska-
lierung dargestellt. Es wurden drei unabhangige Messungen durchgefiihrt (n = 3). Die Frequenz- und
Dissipationsplots sind in den entsprechenden Farben dargestellt (s. Legende). Die Messung lasst sich
in drei Schritte unterteilen: 1 — Aquilibrierung des Sensors mit PBS, 2 — Proteinapplikation, 3 — Finaler
Waschschritt mit PBS.

Tabelle 8-10 Bestimmung der Trockenmasse Elmers Glue

Zur Bestimmung der Trockenmasse von Elmers Glue wurden 40 pyL mit einer Verdrangungspipette in
Glasflaschchen aufgetragen, auf einer analytischen Waage gewogen, 24 h lang bei 90 °C und 15 %
Luftfeuchtigkeit getrocknet und erneut gewogen. Die vorbereiteten Glasflaschchen wurden zuvor mit
dH20 gewaschen und 2 h lang vorinkubiert, um die Feuchtigkeit zu entfernen.

Probe Feucht- Trocken- A Anteil Trockenmasse Feuchtigkeit
masse masse (%) (%)
1 43,70 16,10 27,60 36,84 63,16
2 41,70 15,40 26,30 36,93 63,07
3 42,00 15,50 26,50 36,90 63,10
4 42,20 16,30 25,90 38,63 61,37
5 42,50 17,30 25,20 40,71 59,29
Mittel- 42,42 16,12 26,30 38,00 62,00

wert
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SD 0,77 0,76 0,88 1,69 1,69

Abb. 8-31 Bruchbilder nach den Zug-Scher-Versuchen an Al-Oberflachen

Neben der Zug-Scher-Festigkeit liefert der Verlauf des Bruches wichtige Informationen zur Verklebung
der Prufkérper (Aluminium-Oberflache). Dabei unterscheidet man im Allgemeinen zwischen einem
Bruch in der Klebstoffmasse (Kohasionsbruch) und Bruch zwischen Klebstoff und Flgeteil (Adhasions-
bruch). Dargestellt sind die Bruchbilder der folgenden Proben: 1 — BSA, 2 — Elmers Glue, 3 — Mefp-3, 4
— mod. Mefp-3.
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Abb. 8-32 Western-Blot-Analyse der zellfreien Proteinsynthese (CFPS) von DP1A und DP1B

A) Ergebnisse der CFPS von DP1A und DP1B mittels PURExpress® Kit. B) Ergebnisse der CFPS von
DP1A mittels PURExpress® A (aa, tRNA) Kit, 1x tRNA+AS — Zugabe der einfachen Menge an tRNAs
und Aminosauren zum Reaktionsansatz, 2x tRNA+AS — Zugabe der zweifachen Menge an tRNAs und
Aminosauren zum Reaktionsansatz. Analysiert wurde die zellfreie Proteinsynthese Uber einen Zeitraum
von 1 h — 4 h bei 37 °C nach Herstellerangaben. Die Negativ-Kontrolle (K) enthalt alle Komponenten
der Kits ohne Zugabe der Plasmide, die die Geninformationen der Zielproteine DP1A/B enthalten. The
PURExpress® Komponenten besitzen bis auf die ribosomalen Proteine einen His-tag und sind in der
Negativ-Kontrolle sichtbar. Aufgetragen wurden 10 yL des Reaktionsansatzes und 5 yL Marker (M,
PPL, Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific). Die Zielproteine DP1A und DP1B sind gekenn-
zeichnet (theoretisches Molekulargewicht DP1A: 57,9 kDa; DP1B: 57,4 kDa). Zusatzlich sind die Berei-
che gekennzeichnet, in denen Abbaufragmente der Zielproteine detektiert wurden.
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Sequenzaufbau fiir das prokaryotisches System (E. coli Zelllysat)

Hisg-
SUMO-tag

Mefp-3 || (GGGGS), (VPGVG);5 (GGGGS); || Mefp-3 57,9 kDa

Sequenzaufbau fiir das eukaryotisches System (Sf21 Zelllysat)
7

ol Hise- ’
|§|| TEV-tag Mefp-3 (GGGGS); (VPGVG);5 (GGGGS); Mefp-3 48[5 kDa

Abb. 8-33 Schematische Darstellung der Proteinsequenzen fiir die Zell-freie Proteinsynthese von
DP1A im prokaryotischen und eukaryotischen System

Das Designer-Protein 1A (DP1A) besteht aus vier Protein-Blocken des in Kap. 1.3 (S. 9) vorgestellten
Baukastensystems: tag-Sequenz (orange), Linker-Sequenz (weil3), adhasiver Block (griin) und kohasi-
ver Block (blau). DP1A enthalt Mefp-3 als adhasiven Block und ELP-Sequenzen als kohasive Einheit.
Zusatzlich wurde fiir die zellfreie Proteinsynthese im Sf21 System N-terminal eine Melittin-Signalse-
quenz (MEL) eingebracht, die eine Translokation des Zielproteins in das Lumen der Mikrosomen her-
vorruft. SUMO — engl. Small Ubiquitin-related MOdifier, Mefp-3 — Muschelfullprotein-3 aus M. edulis,
(VPGVG)7s — ELP-Sequenz, ELP — Elastin-dhnliche Polypeptide, TEV — TEV-Schnittstelle (engl. fo-
bacco etch virus). Das theoretische Molekulargewicht der jeweiligen Sequenzvariante ist mit aufgefihrt.

Gesamtsynthese Léslicher Anteil Unléslicher Anteil
A) kDa M NK PK + + - - Im o+ o+ - - M+ o+ -
198.0 +
98.0 —
62.0 — —— r— DP1A (+Hiss-SUMO-tag)
49.0 + 2 = |— DP1A (-Hisg-SUMO-tag)
st R
— ¥ Fragmente
28.0 e
17.0 H
14.0
6.0 —
3.0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
B) Gesamtsynthese Laslicher Anteil Mikrosomale Fraktion
kDa M NK PK 1 2 |NKPK 1 2 M NK PK 1 2
198.0 — i Pl LA R L ¥ DP1A- |
i ¢ Multimere |
98.0 — [ E— i
62.0 — »
_ wet wed  — DP1A (-His;-SUMO-ta;
49.0 [e—y— 9)
38.0 —
28.0
17.0
14.0
6.0 —
3.0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Abb. 8-34 Zellfreie Synthese (CFPS) von DP1A im E. coli System (A) und Sf21 System (B)

Dargestellt sind die Autoradiogramme der CFPS von '“C-Val markierten DP1A im prokaryotischen
E. coli System (A) und eukaryotischen Sf21 System (B). A) Aufgetragen sind die Proben der Gesamt-
synthese, sowie der I6sliche und unlésliche Anteil in der CFPS im E. coli System. Reaktionsbedingun-
gen: 37 °C fur 4 h (n = 2). Die Synthesen erfolgten zum einen in Gegenwart der SUMO-Protease (+) als
auch ohne SUMO-Protease (-) fir die Produktion des volllangen Proteins. NK — Negativ Kontrolle (Re-
aktionsansatz ohne DNA-template), PK — Positiv Kontrolle (Mel-vtPA, 41 kDa). Das Zielprotein DP1A
ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht DP1A (+Hise-SUMO-tag): 57,9 kDa; DP1A (-Hise-
SUMO-tag): 48,5 kDa). Zusatzlich sind die Bereiche hervorgehoben, in denen Abbauprodukte detektiert
wurden. B) Aufgetragen sind die Proben der Gesamtsynthese, sowie der |6sliche Anteil und die Mikro-
somale Fraktion der CFPS im Sf21 System. Reaktionsbedingungen: 27 °C fur 2 h (n = 2). NK — Negativ
Kontrolle (Reaktionsansatz ohne DNA-template), PK — Positiv Kontrolle (Mel-Erythropoetin, glykosyliert:
19,7 kDa). Das Zielprotein DP1A ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht DP1A (-Hise-
SUMO-tag): 48,5 kDa). Zusatzlich sind die Bereiche markiert, in denen DP1A-Multimere detektiert wur-
den.
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8.3 Protein-Blocke fur das Protein-Design
Tabelle 8-11 Ubersicht zu Protein-Blocken und deren sequenzen aus der Literatur
Protein- Herkunft Aminosauresequenz Rekombinante = Ausbeute Literatur
Blocke Produktion
Adhasive Blocke
Mefp-3 M. edulis ADYYGPNYGPPRRYGGGNYNRYNRYGRRYGGYKGWNNGWNRGRRGKYW bislang nicht rekombinant [Floriolli et
produziert al., 2000]
Mgfp-3 M. ADYYGPKYGPPRRYGGGNYNRYGRRYGGYKGWNNGWKRGRWGRKYY E. coli 39 mg/L [Hwang et
galloprovincialis al., 2005]
Rsn-2 E. pustulosus LILDGDLLKDKLKLPVIDNLFGKELLDKFQDDIKDKYGVDTKDLKILKTSEDKRFYYVSVDAGD  E. coli k.A. [Cooper et
GEKSKFKIRKDVDVPKMVGRKSRKDDDDDDGY al., 2017]
CP19 F. albicostatus VPPPSDLSIKSKLKQVGATAGNAAVTTTGTTSGSGVVKSVVRTPTSVEKKAAVGNTGLSAVS  E. coli 40 mg/L [Liu et al.,
ASAANGFFKNLGKATTEVKTTKDGTKVKTKTAGKGKTGGTATTIQIADANGGVSEKSLKLDL 2017]
LTDGLKFVKVTEKKQGTATSSSGHKASGVGHSVFKVLNEAETELELKGL
PC1 P. californica VGGYGYGGKKVGGYGYGAKKVGGYGYGGKKVGGYGYGGKKVGGYGYGAKKVGGYGYG  bislang nicht rekombinant [Shao et
GKKVGGYGYGGKKVGGYGYGAKKVGGYGYGGKKVGGYGYGGKKVGGYGYGAKKVGGY  produziert al., 2009]
GYGGKKVGGYGYGGKKVGGYGYGAKKVGGYGYGGKK
Kohasive Blocke
ELPs H. sapiens VPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPG  E. coli, P. pasto- 0,8 g/L [Desai et
VGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGV g (P. pasto- al., 2016]
PGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGY ris)
GVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVP
GVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVY
GVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVP
GVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVG
TE H. sapiens MGGVPGAIPGGVPGGVFYPGAGLGALGGGALGPGGKPLKPVPGGLAGAGLGAGLGAFPA  E. coli 30 mg/L [Studtmeis
VTFPGALVPGGVADAAAAYKAAKAGAGLGGVPGVGGLGVSAGAVVPQPGAGVKPGKVPG ter, 2012]

VGLPGVYPGGVLPGARFPGVGVLPGVPTGAGVKPKAPGVGGAFAGIPGVGPFGGPQPGV
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Aminosauresequenz

Rekombinante
Produktion

Ausbeute Literatur

Protein- Herkunft
Blocke

RLPs D. melanogaster
CLPs H. sapiens

SLPs B. mori

Leucin-Zip-  synthetisiert
per

PLGYPIKAPKLPGGYGLPYTTGKLPYGYGPGGVAGAAGKAGYPTGTGVGPQAAAAAAAKA
AAKFGAGAAGVLPGVGGAGVPGVPGAIPGIGGIAGVGTPAAAAAAAAAAKAAKY GAAAGLYV
PGGPGFGPGVVGVPGAGVPGVGVPGAGIPVVPGAGIPGAAVPGVVSPEAAAKAAAKAAKY
GARPGVGVGGIPTYGVGAGGFPGFGVGVGGIPGVAGVPSVGGVPGVGGVPGVGISPEAQ
AAAAAKAAKYGVGTPAAAAAKAAAKAAQFGLVPGVGVAPGVGVAPGVGVAPGVGLAPGVG
VAPGVGVAPGVGVAPGIGPGGVAAAAKSAAKVAAKAQLRAAAGLGAGIPGLGVGVGVPGL
GVGAGVPGLGVGAGVPGFGAVPGALAAAKAAKYGAAVPGVLGGLGALGGVGIPGGVVGA
GPAAAAAAAKAAAKAAQFGLVGAAGLGGLGVGGLGVPGVGGLGGIPPAAAAKAAKY GAAG
LGGVLGGAGQFPLGGVAARPGFGLSPIFPGGACLGKACGRKRK

GGRPSDSYGAPGGGNGGRPSDSYGAPGQGQGQGQGQGGYAGKPSDTYGAPGGGNGN
GGRPSSSYGAPGGGNGGRPSDTYGAPGGGNGGRPSDTYGAPGGGGNGNGGRPSSSYG
APGQGQGNGNGGRSSSSYGAPGGGNGGRPSDTYGAPGGGNGGRPSDTYGAPGGGNNG
GRPSSSYGAPGGGNGGRPSDTYGAPGGGNGNGSGGRPSSSYGAPGQGQGGFGGRPSD
SYGAPGQNQKPSDSYGAPGSGNGNGGRPSSSYGAPGSGPGGRPSDSYGPPASGS

GAGAPGEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNPGQPGNEGQPGQPGQNGQPGEPGSNGPQ
GSQGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQGSPGQPGNPGQPGEQGKPGNQGPAGEPGNPGS
PGNQGQPGNKGSPGNPGQPGNEGQPGQPGQNGQPGEPGSNGPQGSQGNPGKNGQPG
SPGSQGSPGNQGSPGQPGNPGQPGEQGKPGNQGPAGE

GAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEG
AGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGA
GAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAG
AGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGA
GAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAG
AGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGA
GEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGE

SGDLENEVAQLEREVRSLEDEAAELEQKVSRLKNEIEDLKAE

E. coli

P. pastoris

P. pastoris

E. coli

k.A. [Qin et al.,
2011]

0,8 — [Martens

1,6 g/L etal,
2009a;
Martens et
al., 2009b]

0,8 —

1,6 g/L

10 — [Shen et

15 mg/L al., 2007]
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Protein- Herkunft Aminosauresequenz Rekombinante = Ausbeute Literatur

Blocke Produktion

Linker Blocke

1 synthetisiert (GGGGS)s wird nicht einzeln betrachtet ~ [Chen et

2 synthetisiert (GGGGS)2 al., 2013]

3 synthetisiert (GGGGS)1

Protein-tags

Hiss- HHHHHHGSGLVPRGSASMSDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPL  wird nicht einzeln betrachtet [Malakhov

SUMO-tag RRLMEAFAKRQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDNDIIEAHREQIGG etal,
2004]

c-myc-tag synthetisiert EQKLISEEDL [Evan et

al., 1985]
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Plasmidkarte und Sequenz von ,DP1A*: pJOE_DP1A (ampR)

T7 promoter NdeI (g4)

>

haB promoter

6x}—|iswt::jk

&M%

pJOE_DP1A
5381 bp

rnB T2 term'ma“’:\ \\//\
AmpR promoS W
% HindIII (1958)

Abb. 11-1 Plasmidkarte von pJOE_DP1A

GAATTCAGGCGCTTTTTAGACTGGTCGTAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAG-

AAATAATTTTCTTAAGAAGGAGATATACATATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGLGG
CAGCGCTAGCATGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCA
ATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTC
GCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGA
TTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTGCTGATTATTATGGTCCAAACTATGGTC
CTCCAAGACGTTACGGTGGTGGCAACTATAACAGATACAATAGATATGGCAGACGTTATGGCGGGTATAAAGGCTGGAACAAT
GGTTGGAATAGAGGCCGACGGGGGAAATATTGGGGCGGTGGCGGCAGCGGCGGTGGCGGCTCCGGCGGTGGCGGCTCTGGCGT
TGGTGTGCCAGGTGTTGGCGTACCTGGTGTTGGCGTTCCTGGTGTCGGCGTGCCGGGCGTGGGTGTTCCGGGCGTAGGTGTTC
CGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTC
GGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCC
AGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTG
GTGTTCCTGGTGTCGGCGTGCCTGGTGTAGGCGTTCCAGGCGTCGGTGTACCGGGTGTAGGCGTTCCTGGCGTTGGTGTTCCT
GGTGTCGGCGTGCCGGGCGTGGGTGTTCCGGGCGTAGGTGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTTCCGGGCGTAGG
TGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGG
GCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGC
GTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTACCGGGTGTTGGCGTGCCTGG
TGTCGGCGTCCCTGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTAGGCGTTCCTGGTGTCGGCGTGCCGGGCGTGGGTGTTCCGGGCGTAGGTG
TTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGT
GTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGT
CCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCG
TTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTGCCTGGTGTTGGCGTACCTGGTGTGGGCGGCGGTGGCGGCAGCGGCGGTGGCGGCTCCGGL
GGTGGCGGCTCTGCTGATTATTATGGTCCAAACTATGGTCCTCCAAGACGTTACGGTGGTGGCAACTATAACAGATACAATAG
ATATGGCAGACGTTATGGCGGGTATAAAGGCTGGAACAATGGTTGGAATAGAGGCCGACGGGGGAAATATTGGTAGAAGCTTG
GCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGCAGAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTG
CCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGG
GTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATC
TGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGG
GTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTC
TACAAACTCTTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATA
ATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTT
TTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTC
AACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGC
GGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCAC
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CAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCG
GCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCT
TGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGT
TGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCA
GGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAAC
GAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAG
ATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACG
TGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCT
GCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTA
ACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGC
ACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACT
CAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACC
TACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGT
AAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTC
GCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTT
TTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTAC
CGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGLCGCC
TGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTG
ACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG
TTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGC
CTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGG
TTTTTTCCTGTTTGGTCACTTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGAATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGA
GGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATG
CGGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCG
CCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCTCGATGGCTACGAGGGCAGACAGTAAGTGGATTTACCATAATCCCTTAATTGTACGCACC
GCTAAAACGCGTTCAGCGCGATCACGGCAGCAGACAGGTAAAAATGGCAACAAACCACCCTAAAAACTGCGCGATCGCGCCTG
ATAAATTTTAACCGTATGAATACCTATGCAACCAGAGGGTACAGGCCACATTACCCCCACTTAATCCACTGAAGCTGCCATTT
TTCATGGTTTCACCATCCCAGCGAAGGGCCATGCATGCATCGAAATTAATACGACGAAATTAATACGACTCACTATAGGGCAA
TTGCGATCACCACAATTCAGCAAATTGTGAACATCATCACGTTCATCTTTCCCTGGTTGCCAATGGCCCATTTTCCTGTCAGT
AACGAGAAGGTCGC

Plasmidkarte und Sequenz von ,mTyr“: pET28a_mTyr (kanR)

(6064) Xhol

T7 terminatgy

(5069) Neol .

T7 promater -

PET28_mTyr
6226 bp

Abb. 11-2 Plasmidkarte von pET28a_mTyr

TGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA
GCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGG
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GGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGG
GCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAA
CAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTG
ATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGG
AACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAATTAATTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATC
AAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTC
ACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATT
TCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGTTTATGC
ATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCG
TGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGA
ACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCA
GTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAG
TCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCAT
ACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAA
TTTAATCGCGGCCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAG
TTTTATTGTTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCT
TCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGA
TCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGT
AGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGT
GGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTC
GTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTC
CCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAAC
GCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAG
CCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGT
TATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGC
GAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATA
TGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATG
GCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGT
GACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAG
CGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGG
CTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCAT
GGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTT
GTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACA
GATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGT
TTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTC
ACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGC
ACGATCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGAC
GAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCT
CGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATA
GTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGT
GAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCG
GCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATT
GCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGG
TGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCG
GACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAG
CATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGA
GATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCC
AATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGAC
ATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCA
GCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACC
ACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGC
AACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTT
CCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATAC
TCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCG
AAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGT
AGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGLC
TGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATAT
AGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGA
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AATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAG
ATATACCATGGGTCATCATCACCATCATCATGCCAAATATCATCGTCTGAATCTGCAGAATCCGGCAGCAGCACCGTTTCTGG
AAAGCTACAAAAAAGCAATTACCGTGATGCTGCAGCTGCCTCCGAGTGATGCACGTAATTGGTATCGTAATGCATTTATTCAC
ACCCTGGATTGTCCGCATGGTAATTGGTGGTTTGTTGTTTGGCATCGTGGTTATACCGGTTGGTTTGAACGTACCGTTCGTGA
ACTGAGCGGTGATCCGAATTTTGCATTTCCGTATTGGGATTGGACCGCACTGCCGCAGGTTCCGGATAGCTTTTTTAACGGTG
TTCTGGATCCGAATAATCCGGCATTTATTGCAAGCTACAACGAGTTTTATAGCCAGCTGAGCAATCCGATGAGCGCACTGTGG
AATAGCTTTAGCACCGCACAACTGCAGCAGATGCGTAATCGTGGTTTTCAGAGCGTTAATGATGTTTGGCAGGCAGTTCGTGA
TAGCCCGATGTTTTTTCCGCGTGGTCGTGCACGTACCCTGACACGTCAGAATCCTGGTTTTGATGCAACCACACGTCGTGCAG
TTAGCATTGGCACCATTCGTAATGCCCTGGCACCGACCGATTTCATTACCTTTGGTAGCGGTAAAACCGCAAATCATAGCGAA
AGCGCAACCCAGGGTATTCTGGAATCACAGCCGCATAATAATGTGCATAATAACATCGGTGGCTTCATGCAGGATCTGCTGAG
CCCGACCGATCCGGTTTTTTTTGCACATCATAGCAATATTGATCGCCTGTGGGATGTTTGGACCCGTAAACAGCAGCGTCTGG
GTCTGCCGACACTGCCGACCGGTGCAAATCTGCCGCTGTGGGCAAATGAACCTTTTCTGTTTTTTATCGGTCCGGATGGTAAA
CCGGTTGCAAAAAACAAAGCCGGTGATTATGCAACCATTGGCGATTTCGAATACAATTATGAACCAGGTAGCGGTGAAGCCGT
TTAACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCG
CTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGA
T

Plasmidkarte und Sequenz von ,Mefp-3“: pET28a_Mefp3_SD (kanR®)

T7 tag (gene 10 leader) HindIII (5632)

thrombin site
VO T
(5069) fo-3 | 17 terMingg,
RBS Wt Tgxris

T7 promoter

lacI promoter

pET28_Mefp3_SD
5809 bp

Abb. 11-3 Plasmidkarte pET28a_Mefp3_SD

TGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA
GCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGG
GGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGG
GCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAA
CAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTG
ATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGG
AACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAATTAATTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATC
AAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTC
ACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATT
TCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGTTTATGC
ATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCG
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TGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGA
ACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCA
GTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAG
TCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCAT
ACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAA
TTTAATCGCGGCCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAG
TTTTATTGTTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCT
TCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGA
TCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGT
AGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGT
GGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTC
GTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTC
CCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAAC
GCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAG
CCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGT
TATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGC
GAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATA
TGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATG
GCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGT
GACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAG
CGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGG
CTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCAT
GGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTT
GTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACA
GATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGT
TTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTC
ACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGC
ACGATCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGAC
GAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCT
CGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATA
GTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGT
GAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCG
GCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATT
GCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGG
TGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCG
GACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAG
CATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGA
GATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCC
AATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGAC
ATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCA
GCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACC
ACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGC
AACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTT
CCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATAC
TCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCG
AAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGT
AGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGLC
TGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATAT
AGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGA
AATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAG
ATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCATGTCGGACTCAG
AAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCT
TCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAAT
GGACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACGATA
TTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTGCTGATTATTATGGTCCAAACTATGGTCCTCCAAGACGTTACGGTGGTGGC
AACTATAACAGATACAATAGATATGGCAGACGTTATGGCGGGTATAAAGGCTGGAACAATGGTTGGAATAGAGGCCGACGGGG
GAAATATTGGTAGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCG
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CACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCT
GAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGAT

Plasmidkarte und Sequenz von ,DP2“: pET28a_Cer_DP2 (kanR)

(7656) Xhol

7 terminator

pET28_Cer_DP2
7818 hp

(53597 Neol

Abb. 11-4 Plasmidkarte pET28a_Cer_DP2

TGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA
GCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGG
GGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGG
GCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAA
CAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTG
ATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGG
AACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAATTAATTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATC
AAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTC
ACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATT
TCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGTTTATGC
ATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCG
TGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGA
ACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCA
GTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAG
TCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCAT
ACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAA
TTTAATCGCGGCCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAG
TTTTATTGTTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCT
TCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGA
TCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGT
AGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGT
GGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTC
GTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTC
CCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAAC
GCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAG
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CCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGT
TATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGC
GAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATA
TGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATG
GCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGT
GACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAG
CGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGG
CTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCAT
GGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTT
GTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACA
GATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGT
TTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTC
ACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGC
ACGATCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGAC
GAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCT
CGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATA
GTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGT
GAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCG
GCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATT
GCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGG
TGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCG
GACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAG
CATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGA
GATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCC
AATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGAC
ATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCA
GCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACC
ACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGC
AACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTT
CCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATAC
TCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCG
AAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGT
AGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCCCGGAAATACAGGAACGCACGCTGGATGGCCCTTCGCT
GGGATGGTGAAACCATGAAAAATGGCAGCTTCAGTGGATTAAGTGGGGGTAATGTGGCCTGTACCCTCTGGTTGCATAGGTAT
TCATACGGTTAAAATTTATCAGGCGCGATCGCGGCAGTTTTTCGGGTGGTTTGTTGCCATTTTTACCTGTCTGCTGCCGTGAT
CGCGCTGAACGCGTTTTAGCGGTGCGTACAATTAAGGGATTATGGTAAATCCACTTACTGTCTGCCCTCGTAGCCATCGAGCA
TGCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGAA
GTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCA
CGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACA
ATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGTGGTGTTCCGGGTGCGATTCCGGGCGGTGT
GCCGGGTGGTGTTTTTTATCCGGGTGCGGGTCTGGGTGCGCTGGGTGGTGGTGCACTGGGTCCGGGTGGTAAACCGCTGAAAC
CGGTTCCGGGTGGTCTGGCGGGTGCAGGCCTGGGCGCAGGTCTGGGTGCATTTCCGGCGGTTACCTTTCCGGGTGCGCTGGTG
CCGGGTGGCGTTGCGGATGCGGCGGCAGCGTATAAAGCGGCGAAAGCAGGCGCGGGTCTGGGCGGCGTTCCGGGTGTTGGTGG
TCTGGGTGTTAGCGCGGGTGCGGTTGTTCCGCAGCCGGGTGCAGGTGTTAAACCGGGTAAAGTTCCGGGCGTTGGTCTGCCGG
GTGTTTACCCGGGTGGTGTGCTGCCGGGTGCACGTTTTCCGGGTGTGGGCGTTCTGCCGGGCGTTCCGACCGGTGCGGGTGTG
AAACCGAAAGCGCCGGGTGTTGGCGGCGCATTTGCGGGTATTCCGGGCGTGGGTCCGTTTGGTGGTCCGCAACCGGGTGTTCC
GCTGGGTTATCCGATTAAAGCGCCGAAACTGCCGGGTGGTTATGGTCTGCCGTATACCACCGGTAAACTGCCGTATGGCTATG
GCCCGGGTGGCGTGGCAGGTGCAGCGGGTAAAGCGGGTTATCCGACCGGCACCGGTGTTGGTCCGCAGGCGGCAGCGGCAGCG
GCGGCAAAAGCGGCAGCGAAATTTGGCGCAGGTGCGGCAGGTGTCCTGCCGGGCGTGGGCGGTGCGGGCGTGCCGGGTGTCCC
GGGTGCAATCCCGGGTATTGGTGGTATTGCGGGTGTTGGCACCCCGGCAGCAGCGGCAGCTGCAGCAGCAGCCGCGAAAGCGG
CAAAATATGGCGCGGCAGCGGGTCTGGTTCCGGGCGGTCCGGGTTTTGGTCCGGGTGTGGTGGGTGTTCCGGGCGCAGGTGTG
CCGGGCGTTGGCGTCCCGGGTGCCGGTATTCCGGTTGTGCCGGGTGCGGGCATTCCGGGTGCAGCAGTTCCGGGTGTCGTTAG
CCCGGAAGCGGCAGCAAAAGCAGCGGCAAAAGCCGCGAAATACGGCGCACGCCCGGGTGTGGGTGTGGGTGGTATTCCGACCT
ATGGTGTTGGTGCAGGTGGTTTTCCGGGCTTTGGTGTTGGCGTTGGCGGCATCCCGGGTGTTGCAGGTGTTCCGTCTGTTGGT
GGCGTTCCGGGCGTCGGCGGCGTCCCGGGCGTGGGTATTTCTCCGGAAGCGCAGGCGGCTGCTGCAGCCAAAGCAGCTAAATA
TGGCGTTGGTACGCCGGCTGCGGCAGCAGCGAAAGCTGCGGCGAAAGCGGCCCAGTTTGGTCTGGTTCCAGGTGTTGGCGTTG
CGCCAGGTGTGGGTGTTGCACCGGGCGTGGGCGTTGCACCTGGTGTTGGCCTGGCACCGGGTGTAGGTGTGGCGCCTGGCGTT
GGTGTGGCCCCAGGTGTTGGTGTAGCTCCGGGTATTGGCCCAGGTGGTGTTGCAGCAGCGGCGAAATCTGCAGCAAAAGTGGC
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GGCCAAAGCGCAGCTGCGTGCGGCGGCAGGCCTGGGTGCGGGTATCCCGGGTCTGGGTGTTGGTGTTGGTGTGCCGGGCCTGG
GTGTGGGTGCAGGCGTTCCGGGTCTGGGCGTGGGCGCTGGTGTCCCGGGCTTCGGTGCAGTGCCGGGTGCCCTGGCAGCAGCA
AAAGCGGCGAAATATGGCGCTGCTGTTCCGGGCGTGCTGGGTGGTCTGGGCGCCCTGGGCGGTGTTGGTATTCCGGGTGGCGT
CGTTGGTGCGGGTCCGGCGGCAGCAGCTGCGGCTGCGAAAGCAGCTGCCAAAGCAGCGCAATTTGGCCTGGTTGGTGCGGCTG
GTCTGGGCGGTCTGGGTGTCGGCGGCCTGGGCGTCCCGGGTGTGGGCGGCCTGGGTGGCATTCCGCCGGCAGCCGCAGCGAAA
GCAGCCAAATACGGCGCTGCAGGTCTGGGCGGTGTTCTGGGCGGTGCAGGTCAGTTTCCGCTGGGCGGTGTGGCGGCACGTCC
GGGTTTCGGTCTGAGCCCGATTTTTCCGGGTGGTGCCTGTCTGGGTAAAGCGTGTGGCCGTAAACGCAAAGGCGGTGGCGGCA
GCGCAGATTATTATGGTCCGAATTATGGCCCTCCGCGTCGTTATGGTGGTGGCAATTATAACCGCTATAATCGCTATGGTCGT
CGCTACGGTGGTTATAAAGGTTGGAATAATGGCTGGAATCGTGGTCGTCGTGGTAAATATTGGGAGCAGAAGCTGATCTCCGA
AGAGGACTTGTAATGATGACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGT
TGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGA
GGAACTATATCCGGAT

MALDI-TOF/TOF MS-Analyse mit ISD (In-Source Decay) und T3-Sequenzierung
(Analysen durchgefuhrt von Dr. M. Naumann, Fraunhofer 1ZI)
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Abb. 11-5 ISD-Fragmentspektrum von Mefp-3

Die Darstellung zeigt das durch ISD erzeugte Fragmentspektrum von Mefp-3. Es enthalt die detektierten
N-terminalen (a-Typ in griin und c-Typ in braun) und C-terminalen (y-Typ in blau und z-Typ in rot) Frag-
ment-lonen, die wahrend der lonisierung erzeugt wurden. Die Fragment-lonen wurden zur Bestimmung
der terminalen Aminosauresequenzen von Mefp-3 verwendet (Tabelle 11-1, S. 211).

Tabelle 11-1 Ergebnisse der ISD-Analyse von Mefp-3 mit den detektierten N-terminalen (a- und
c-Typ) und C-terminalen (y- und z-Typ) Fragment-lonen, die wahrend der lonisierung erzeugt
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wurden. Die Fragment-lonen wurden zur Bestimmung der terminalen Aminosauresequenzen von

Mefp-3 verwendet.

|N-Term. | lon a [ y__ 2+#2 | C-Term.| lon |

1 A 44.049 89.071 205.097 190.086 48 W

2 D 150.076 204.098 368.160 353150 47 | Y

3 Y 322.140 367.161 496.255 481.245 46 K

4 Y 485.203 530.225 | 553.277 538.266 45 G

5 G 542,225 587.246 709.37 694.367] 44 R

6 P 639.277 684.299 865.47 50468] 43 | R

7 N 753.320 708.342 922 50 07490 42 | G

8 Y 916.384 961.405 078.602 63.591 41 R

9 G 973.405 1018426  1192.645 77.634 40

10 P 1070.458 1115.479 378.724 63.71 39 W

11 P 1167511 1212.532 435,745 420735 38 | G

2 R 1323.61 368.633|  1549.788|  1534.777) 37 | N

R 1479.71 524.734 | 1663.831 1648.820 6 N

4 Y 1642.77 687.798|  1849.911]  1834.900] 35 [ W

i G 1699. 744.819 1906.932 1891.92 4 G

6 G 1756.8 801.840)  2035.027|  2020.01 3 | K

17 G 1813.840|  1858.862|  2198.090  2183.079] 32 | Y

8 N 1927.883 972.90 2255.11 2240.101 1 G

9 Y 2090.947 135.96 G

0 | N 2204.990|  2250.01 Y

1 R 2361.091] __ 2406.112] R
[ 22 | ¥ | 2524154  2569.176 R

3 | N 2638.197|  2683.219 . . G

4 R 2794.298 2839.320 3007.484 2992.473 25 Y

5 Y 2957.361|  3002.383|  3163.585|  3148.574| 24 | R

% | G 3014.383|  3050.404|  3277.628| 3262617 23 | N

27 R 3170484 3215506 3440601 3425680 22 | Y

28 | R 3326.585|  3371.60 3596.792|  3561.781| 21 R

29 Y 3534.67 3710.835|  3695.824| 20 | N

30 | G 3591.69 3873.898|  3858.887 19 | Y

31 G 3648.71 3987.94 3972.930 8 N

32 Y 3811.77 4044.96: 4029.952 7 G

_____ 3 K 3939.87 4101.984|  4086.973] 16 | G

4 | G 3996.80. 4150.00 4143995 15 | G

5 4182.97 4322089  4307.058] 14 | Y

6 | 4297.015]  4478.170|  4463.159] 13 R

7 4411.058 4634.271 4619.260 12 R

| 38 G 4423.058|  4468.079]  4731.324|  4716.313] 11 P

39 W 4600.137|  4654.150|  4828.377|  4813.366] 10 P

40 | N 4723180  4768.202|  4885.398|  4870.387| 9 G

41 R 4879.281|  4924.303|  5048.462| 5033451 8 Y

2 | G 4936.303]  4981.324]  5162.504|  5147.494, 7 N

43 R 5002.404|  5137.425|  5269.557|  5244.546| 6 P

44 R 5248.505|  5203.526]  5316.5/9|  5301.568| 5 G
45| G | 5305.526] 5350.548]  5479.642| 5464631, 4 | ¥ |

46 K 5433.621 5478.643 5642.705 5627.694 3 hd

47 Y 5506.685 5641.706 5757.732 5742.721 2 D

48 | W 5782.764|  5827.785|  5628.769]  5813.758] 1 A
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Abb. 11-6 ISD/T3-Fragmentspektrum der DP1A-Variante

Die Darstellung zeigt das durch ISD erzeugte Fragmentspektrum der DP1A-Variante. Es enthalt die
detektierten N-terminalen (a-Typ in grin und c-Typ in braun) und C-terminalen (y-Typ in blau und z-Typ
in rot) Fragment-lonen, die wahrend der lonisierung erzeugt wurden. Die Fragment-lonen wurden zur
Bestimmung der terminalen Aminosauresequenzen der DP1A-Variante verwendet (Abb. 3-16, S. 79).

Tabelle 11-2 Ergebnisse der ISD-Analyse der DP1A-Variante mit den detektierten N-terminalen
(a- und c-Typ) und C-terminalen (y- und z-Typ) Fragment-lonen, die wiahrend der lonisierung
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erzeugt wurden. Die Fragment-lonen wurden zur Bestimmung der terminalen Aminosaurese-
quenzen der DP1A-Variante verwendet.

| N-Term. | lon a c ¥ z+2 C-Term. N-Term. | lon a [ 242 | C-Term. | lon
1 R 129.113 174.135 175.119 160.108| 425 T3 [ G | 9Is0Es 233084 X EXIER T E] G
|2 |G| 185135 231156 272172 _ 257.161| 424 | 114 | V | 9287.091] 9332.113| 0428013  0413.003| 312 | V
3 K 314,230 350,251 360,224 354,214] 423 15 | P 9384.144] 0429166 0485035  0470.024] 311 | G
4 A 477,293 522315 426.246 411,235 422 116 G 9441,166 9486187 9582.088|  9567.077| 310 P
5 W | 663373 708.394|  589.309|  574.298| 421 T v 0540.234] 0585255  0681.156]  0666.145] 309 | V
6 | C 720,394 765.415 703,352 688,341| 420 | 118 | & 0507.255 0642277 9738178, 0723167 308 | G
7 C TITA415 822.437 800.405 785.394] 419 | 19| v 9696.324]  9741.345|  9837.045)  9822235] 307 | V
8 | C 834.437 B79.458|  B57.426 842.416| 418 | 120 | P 9793.377) 9838398 9894267  0879.357| 306 | G
9 | C 8091.458 936480 1020490 1005479] 417 | 21 | 6 9850.398)  9695.419)  9991320]  9976.309] 305 | P
10 | 5 | ors4s0| 1023512  1183.553|  1168542| 416 | Y | 122 | v 9049.466]  0094.488| 10090389  10075.378| 304 | V
116 1035.512 1298.580 | 1283569 415 | D 123 | G | 10006488] 10051.509] 10147.410] 10132.308] 303 | G
2 G 1092.533 . 1369.617 | 1354606] 414 | A 124 | V | 10105556 10150.578] 10246479 10231468 302 | V_|
....... 13 G | 1149555 _1456.649 1441638| 413 | S 125 P 10202.609]  10247.631] 10303.500| 10288489 301 | G |
14| G 1206.576 1513.671)  1498660| 412 | G 126 | G | 10250.631] 10304.652] 10400.553] 10385542 300 | P
15 | S 1293.608 1570692 1555.681| 411 | G 127 | V| 10358699 10403720 10499.621] 10484.510] 289 | V
16| C 350,630 1627.714| 1612703 410 | C 128 | G | 10415720 10460.742|  10556.64 0541632| 208 | G
17 G 407.651 1684,735 1669.724| 408 G 129 W 10514.789]  10559.610]  10655.71 0640.700| 297 v
18| G | 1464673 1771.767 | 1756.756] 408 | 5 | 130 | P_|  10611.842] 10856863 10712.733] 10697.722| 2% | G
19 | G 1521.694 1828.789|  1813.778| 407 | G 131 | G | 10668.863, 10713885 10800.785 10734.774| 295 | P |
20| s 1608.726 1885810 1870.799| 406 | G 132 | V| 10767.931, 10812953] 10908.854| 10893.843| 294 | V
21 | G| 1665.748 1942831 1927.621] 405 | G | 133 | G | 10824.953] 10869.974| 10965875 10950.864] 293 | G
22|V 1764.816 1984.842 G 134 | V| 10924021, 10969.043] 110B4.0944| 11040033 282 | V |
23 | G 1821.838 s 135 | P | 11021.074] 11066.096] 11121.965 11106.954| 291 | G
24|V 1920.906 G 126 | G 1078.096]  11123.117 19.018] 11204.007| 290 | P
25 | P 2017.959 G | 17|V 1177.164] _ 11222.185 18.086] 11303.075 289 | V
G : 138 | G 1234185 11279.207 75108]  11360.097| 288 | G
L2r LV [ 2174.049] LG 139 |V 1333.254] 11378.275 74.176]  11450.165] 287 | V |
28 1G1 221000 G 10| P 1430.307|  11475.328] 11531.198] 11516187 286 | G
g g jg‘;-]lg? g 141 | G | 11487.328| 11532350 11628.250] 11613.233| 285 | P
|30 . 142 | Vv | 11586397 11631.418] 11727.319] 11712.308| 284 | V
N6 2484.213 P 143 | G | 11643.418] 11688.439] 11784.340] 11769.329] 283 | G
|32 [V | 2583281 LV | 184 | V | 11742486) 11787.508] 11883.409] 11868.398] 282 | W |
g 3 g%“g-gﬁ‘ 3 a5 [P 1839539] 11884561  11940.430] 11925418 281 | G
35 | P 2836.424 G 146 | G 1896.561]  11941.582] 12037.483] 12022472 280 | P |
» . F 2396404 g 14T |V 1995629 120400651 12136551] 12121540 279 | V
! 148 | G 2052651, 12097.672) 1219357 2178.562| 278 | G
2 s 149 [V | 12151.719] 12196740 12202641 12277.630] 277 | W
% v a8 604 v 150 [ 12248772 12293793 1234966 12334 652| 276 G
R T o 151 | G | 12305793] 12350815 12446715 12431.704] 275 | P
a1 |G| 3wzem P 155G |ttt ams| I3sma o0t 1as0seos] sserred| ors G
267 1 1 1 1
:23 é 3312;3‘;3 g l s v | 1ase0951] 12605973| 17701874| 126868631 272 | V|
: { 155 12658004 12703.026] 12758895 12743884 271 | G
. ¥ 156 | G | 12715026) 12760.047 | 12855048 12840.937| 270 | P
G ST ot o 157 | V| 12814.084] 12859116 12955016| 12940.005| 269 | V
v 810979 o 158 | G | 12871116, 12916137 13012.038| 12997.027| 268 | G
a g 210379 = 159 | V 12970.184]  13015.205]  13111.106]  13096.005] 267 v
- — 3o 160 P 13067237 13112258 13168.128| 13153.117| 266 G
49 L v | S96T.089 | 4107.001" do90.080) 3771V 161 | G | 13124258 13169.280] 13265.180] 13250.169] 265 | P
50 | P 4064.121 4165.012] 4150001 376 | G el | G | 13129.208] 13169.260; | 13280.169) .
&1 [e] 4121 14 T AZ62 065 4247.054| 375 P 162 v 13223327 13268348 13364249 13349.238| 264 v
A e S { 163 | G | 13280.348] 13325370 13421.270] 13406.258| 263 | G
52 | W 4220.2 4361.133|  4346.122| 374 | V| | 132c9.870]  1M2l2/3) THK.cod | S
o ] ST —anaiiel a3 T 6 | 164 | V | 13379.416 13424.438| 13520330 13505328 262 | V_|
TV T a6 et e v 165 | P | 13476460 61 | G
55 P 4473 354 el 166 G 13533491 13578512 13674.413| 13659402 260 | P |
o 1o 1530375 =N 167 | V | 13632550 13677581, 13773.481] 13756470 259 | V
= TV 2530.344 v 168 | G | 136B9581 13734602 13830.503| 13815492 258 | G
85 G | 4686 465 G 160 | V| 13785.649] 13633.670] 13929571 13914.560| 257 | V
o TV 1785 554 v 170 | P_| 13885702 13930.723| 13086.593] 13971.582] 25 | G
&P 4882 505 S 171 | G | 13942723 13987.745 14083645 1406B.635| 255 | P |
e e a9 6] 1 172 | V| 14041.792| 14086.813| 14182714 14167.703] 254 | V
e v 5038676 v 173 | G | 14098.813| 14143.835| 14239.735| 14224.724| 253 | G
BTG 2005 608 o 174 | V| 14197.682| 14242903| 143386804 14323793 252 | V
BTV 5194 766 v | 175 | P | 14294034| 14330056) 14395825 14380.814| 251 | G
&% P 5251 619 = 176 | G 4351956 14396.077| 14492.878] 14477.867| 250 | P
e TG 5348840 — 17|V 4451024 14496046 14501.946) 14576935 249 | V
& v 2447 509 v 178 | G | 14508.046| 14553.067| 14646.968 14633.957| 248 | G
88 TG | 5504930] el 179 |V 4607114 14652136 14748036, 14733.025 247 | V
69 v 1 v 180 P 4704.167 | 14749.188]  14805.058] 14790.047| 246 | G
70 | P 5701.051 el :g; 3 14761.188|  14806.210 % 14887.100| 245 5
711G 5758.073 P | 15001179 L)
72 | V| 5857.141 v 183 | G | 15058.200] G
| 73| G| 5914163 G| 'g; ‘; % g
74|V 6013.231 v 1 15214,
75 P | 6110.284 | 186 | G | _15311.343| _P ]
76 G B167.305 187 v 15410.41 |V
77 W 6266374 188 G 1546743 | G |
78| G 6323.395 | 1ea | V| 1| 15566501 LV
7V 5422 v 190 ; | 15623.523 236 %
80 P 6519.516 G 191 235 | P
a1 [€] 6576.538 P 192 [V 234 |V
e v 6675 606 ] v 193 | G | 15735743 15780.765| 15876.665 233 | G
83 | G 6732628 G 194 | V| 15834.812| 15879.833] 15875734 723 232 | W
A g 190G 100330071 1o125800] latia7or| 2301 P
8 | P 6928749 G . } :
8 | G 685,770 P 197 | V 16132.076| 16226.676 16213.866] 229 | V
BT | W 7084.839 v 12 3 gg 3
8 | G 7141.860 G 1
B |V 7240929 v 200 | P | 26 | G
%0 | P 7337981 G 201 | G 225 | P
51 | G 7395003 P 202 |V 24 |V
92 |V 7494.071 V| 203 | G 223 | G
83 | G | 7551.003 G 204 |V v
9 |V 7650.161 v 205 | P G
|85 | P | 774214 G 206 | G . P
gg 3 ;%ﬁ 5 | 207 | V | 16906.418] 16951.441| 17047.341 17032.331| 219 | V
: | 208 | G | 16963.441) 17008.462] 17104363 17089352] 218 | G
98 G 7960.325 G | 208 | V 7062509 17107.531] 17203431 17188420 217 v
99 | v 8059.394 v 210 | P 7159.562| 17204.583| 17260453 17245442 216 | G
00| P 8156.445 6] 1 G 7216.583| 17261605 17357.506) 17342495 215 | P
101 [ G | 8213468 P 12 ' 7315.652|  17360.673] 17456574 17441563 214 v
102 v 8312536 v 1 G 7372673 7417695 17513505 174908585 213 | G
103 | G 8369, G 14| V 7471.742 | 17612.664] 1 v
04|V 8468.626 v 215 | P 7568.794 17654.674 | G
05 | P 8565.679 G 26 | G 7625.816 . P
106 | G 8622.700 P 7|V 7724884 v
07| W 8721.769 . Vo 218 | G 7781.906 G|
EEAE O £ IRRAR D =
10| P 8974.912]  9019.933] 221 | G | 18035.048| | 18160.960 205 | P
1| G 9031.933|  9076.954 222 | V| 18134117 | 18260.028] 204 | V
112 | W 9131.001] _ 9176.023 223 | G | 18191138 18317.0s0] 203 | G
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N-Term. | lon lon | N-Term. | lon a C-Term. | lon |
78 | G 348 | G | 345 | P | 28208840 81 G
™V 347 |V 346 | G | 28265.861 B0 P
B0 | P 6605396 346 | G | 347 |V | 28364.930 79 | V|
8| G 6702.440] 345 | P | 348 | G | 28421951 78 | G
82 | V 6801518 344 | V 349 | v | 28521.020 7TV
83 | G | 6858.530| 343 | G 350 | P | 28618.072 % | G
84 v 6957607 342 v 351 G 28675094 75 P
85 | P 7014.620] 341 | G 352 | V | 28774.162 74 v
86 | G 7111.682] 340 | P | 353 | G | 28831.184] 73 | G|
87 | V 7210.750] 338 | V 354 | V | 28930.252 72|V
88 | G 7267.772] 338 | G 355 | P | 29027.305 71 G
89 | V 7366.840 337 | V 356 | G | 29084.326 70 P
90 | P 7423861 336 | © 357 | W | 29183395 69 | V
91 | G 7520914 335 | P 358 | G | 29240416 68 | G
92 |V 7619983 334 | V | 359 | V | 29339.485 67 |V
93 | G 7677.004] 333 | G 360 | P | 29436537 6 | G
94 |V 7776.073] 332 | V 361 | G | 29493550 85 | P
95 | P 7747.214 792235  7848.105| 7833.0%4| 331 | G 362 | W | 29592627 64 |V
% | G 7804235 849,257 7945.158| 7930147, 330 | P 363 | G | 29649.649 63| G
a7 {\5 7903.304] 7948325  8044.226|  8029.215] 329 | 364 | V| 297T4BTIT 62 |V

| 245 | P 20110.070] 181 | G % 2 2?,5"‘5;;;‘,' 3.} E_
2 [e] 0222.133| 20207.122| 180 | P 367 | V| 30001.850 59 v

_gig é 321,202 20305.191 ": g 3668 | G | 30058881 30103903 30199.804) 30184793 58 | G
EL EigEs sa= = = S =an

| 250 | P | 176 [ G an | G| 55 | P |
251 G P a7 % 54 v
252 | V 4 |V a7 @ EENE
253 G G 374 W 52 W
254 |V v a5 | P | 51 | G|
255 | P | 7 G | 36 | G 50 d
2% | G |_1m P T |V a9 |V
257 v 169 v 378 G 4 G
268 1 G 168 [ G 379 |V 4 v
259 | V 167 | V 30 P 3 e
260 [ P 1661 G 381_| G 4 P
261 | G 165 | P 38TV TV
262 | V| 21407977 184 | V S8 TG r I
263 | G | 21464998  21510.020 163 | G 384 TV 42 v

| 264 | V | 21564.067, 21609.088 62 | V 385 P 3 G

| @265 | P | 21661.120] 21706.141] 61 | G | 3 TG WP
266 | G 1718.141]  21763.163 160 | P v v
267 |V 1817.210] 21862231 159 | V e G T
268 | G 1874.231]  21919.252 158 | G I 37
269 | V 1973.299| 22018.321 57 | V 390 P 36 TG
270 | P | 22070352 22115374 15 | G T =
271 | G | 22127.374] 22172395 155 | P v 7
27 V| 22226442 22271.463 154 | V S s
27 G | 22283463] 22328.485 153 | G S04 1T v v
274 | V| 22427 553 V] TP N
275 | P G 206 | G B
276 | G P Sor v v
27T |V v Fes TG el
278 | G G 309 TG v

279 | V| LV 400 | G G
280 1P < a0l |G| P ]
281 | G P a0z | C v
282 |V v T 5
283 | G G 04 TG v

=284 |V v 405 | C G
286 | G P 407 | G| G|
287 WV v 408 5 G

| 288 | G L G | 409 | G G
289 |V v 40 | G | | G|
290 | P G 411 | G S
2 | G [ 42| G G
2092 |V v 413 [ 5| G|
293 G G 414 A G
294 |V 4019.462]  24064.483|  24160.384. v 415 | D G
295 P 4116,515]  24161.536| 24217406 G | 416 ke 5
29% | G 4173536)  24218558| 24314.458 P 417 Y G
297 |V 4272605 24317.626| 24413527 v 418 | G e

|28 | G | | 24455.537| 128 | G | 419 | P | G|
299 |V 24569.617|  24554.606] 127 | V 420 | N 6 G
300 | P 24626.638]  24611.627| 126 | G 421 | ¥ 1 5 W
301 | G 24723691 24708.680] 125 | P | 422 | G | 34480.023| 34505.044| 34515017 34500. @ 4 ¥
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Abb. 11-7 ISD/T3-Fragmentspektrum der modifizierten DP1A-Variante zur Lokalisation der Hyd-
roxylierungsstellen

Die Darstellung zeigt das durch ISD erzeugte Fragmentspektrum der modifizierten DP1A-Variante. Es
enthalt die detektierten N-terminalen (a-Typ in griin und c-Typ in braun) und C-terminalen (y-Typ in blau
und z-Typ in rot) Fragment-lonen, die wahrend der lonisierung erzeugt wurden. Die Fragment-lonen
wurden zur Bestimmung der terminalen Aminosauresequenzen sowie der Lokalisation der Hydroxylie-
rungsstellen (DOPA) der modifizierten DP1A-Variante verwendet (Abb. 3-16, S. 79).

Tabelle 11-3 Ergebnisse der ISD-Analyse der modifizierten DP1A-Variante mit den detektierten
N-terminalen (a- und c-Typ) und C-terminalen (y- und z-Typ) Fragment-lonen, die wahrend der
lonisierung erzeugt wurden. Die Fragment-lonen wurden zur Bestimmung der terminalen
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Aminosauresequenzen sowie der Lokalisation der Hydroxylierungsstellen (Y*) der modifizierten
DP1A-Variante verwendet.
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